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Las infecciones virales se  clasifican segGn su evoluci6n en AC;UIEAS 
0 P E R S I S T r n .  
Las infecciones agudas polarizaron l a  atencidn de 10s estudios vi- 
rol6gicos durante mchos ailos. Las caracteristicas de su evoluci6n son: 
perlodos de incubaci6n cortos, seguidos por sintanatologk ac 
generalmente por fiebre y posteriormente recuperaci6n con e l  
del virus del organism. Estas infecciones se autolimitan y 
presentan canpl icaciones tardias ; el aislamiento de virus infecc 
sangre o secreciones del paciente solamente es exitoso en un cor 
tervalo desde poco antes hasta poco desplds de l a  aparicidn 
mas. 
La lucha contra este tip de infecciones virales se ha encarado des- 
de e l  punto de vis ta  profilSctico, debido a l a  f a l t a  de antivira 
cuados, y gracias a1 desarrollo de numerosas vacunas, M C ~ ~ S  de 
fennedades han sido o est5.n en camino de ser erradicadas . 
Camo conseaencia de 10s avances logrados en este campo, gran p a r t e  
de 10s recursos en Virologla se han volcado atimamente a1 estudio de la. I - 
enfennedades del tipo persistent., en las  que e l  virus est5 presente en I bg n - I I - - 
e l  organislo, con o sin mifestaciones clinicas, durante meses y aCm a- 
' I 
fios . 
A diferencia con las  enf ' del prlmer grupo, l a  primo-in- 
fecci6n generalmente es a s i n t d t i c a  o leve. A d d s  estas infecciones 
pleden resultar reservorios para que v i m  infeccioso se disemine a 
nuevos hugspedes susceptibles . 
Las infecciones persistentes se weden clasificar en t r e s  catego -
1) INFECCIONES LATENTES 
Se denominan as< a las  infecciones que cursan con episodios reite- 
rados de enf ennedad aguda, con perlodos ' a s i n t d t  icos durante 10s cua- 
les  e l  virus es d i f ic i l  de aislar.  
6- E l  ejemplo c l k i c o  es e l  virus Herpes Simple, e l  cual durante l a  i ' infecci6n primaria replica en.las cglulas nerviosas de algunos ganglios, 
en donde se acantona y persiste durante 10s perlodos a s i n t d t i c o s  .Cuan - 
do se producen 10s episodios agudos, causados por reactivacidn viral ,  
debido a' -"stressw, radiaciones solares , menstruaci6n, etc , e l  virus m i -  
gra utilizando 10s nervios sensores a l a  piel, donde multiplica forman -
I 
do vesiculas . I 
I 
2) INFECCIONES CRONICAS 
Se caracterizan porque e l  virus se puede demstrar en cualquier mo- 
mento luego de l a  primo-infecci6n, pero s in  evidencias de sintomas de 
' 
enfennedad, o asociados con ~ o p a t o l o g l a s  tardzas o neoplasias. 
Para ejemplificar l a  primer situaci6n, o sea las  infecciones persis- 
scindencia de sintamatologla, podemos tomar a1 Citmegalo- 
i s l a  en h a s  personas a par t i r  de saliva, orina, biop- 
leucocitos circulantes , sin enfermedad aparente , salvo 
. I .  
I 
d l -  
. , 
. " 
* ' . - L  ,I 
, a - 2  
k-lt=<l r ,  8. ' ' - 
- cuando es activado enpacientes imunosuprinidos o transmitido por trans_ qvl! . ' . !.. 
fusiones sanguineas. I - 
. . 
Cuando las manifestaciones virales e s t h  asociadas a imnunopatIas 
tardias, estas generalmente son debidas a que coexisten en e l  organism 
virus y anticuerpos ciraalantes, que clan lugar a l a  formacidn de comple- Q :  jos inmunes . Estas entidades pleden ser fagocitadas y eliminadas por c6 -
I lulas especializadas, o se pleden depositar en 10s tejidos del organis- $3- # - .  mo y producir enfermedades por inmmocanple jos . E l  6rgano nbs comprane- , 
I 
I 
. L 
# '. tido en estas inmmopatlas es e l  rifibn, debido a su funcidn fi l trante;  
provoc5ndose glmerulonefritis , que han sido descriptas para distintos 
i l ;  
virus : Deshidrogenasa Gctica (LW) , Anemia Infecciosa Equina , Coriome- 
ningitis Linfocitaria (La) y Enfemedad del vis6n aleutiano (ALV) . 
3) INFECCIONES LENTAS 
E s t h  caracterizadas por un largo period0 de incubaci6n a s i n t d t i  
co ( meses o aflos ) sin eliminacih de virus por e l  hu6sped; l a  enfer- 
I ' I 
medad tambi6n es prolongada con un desarrollo lento y progresivo que eh - 
I - C - l a  mayorla de 10s casos es mortal. 
Las enfemedades causadas por 10s denomhados virus lentos sdn pro- 
ducto direct0 de l a  mlt ipl icacidnviral  o de una resplesta irmplne a- la  I 
inf eccidn . C 7 
Los agentes etioldgicos de las virosis lentas, pueden ser clasi- 
ficados en dos grupos, se& e l  tip de patologia que producen: 4 pri-  
Y 
mer grupo formado por Kuru, Sindmne de Creutzfeldt-Jakob del hombre, 
. Scrapie de ovinos y caprinos y l a  Encefalopatla transmisible del vis6n. 
% ' I -  I 
' L  I 
1 
I 
-Imrl - i - 
- I 
I 
I 
- 
Estos agentes causan las espongiformes, ed las 
ciones inflamatorias ni respuesta humoral o ce- 
. 1 I lular a la inleccibn, y .son denominados actualmente llpriones" o virus 
no convencionales, por su resistencia a la inactivacih @mica, o fl- 
F 1 -  sica y aparente falta de Bcido nucleico. 
El otro grupo integrado por el v i w  del Sarampib productor de la 
Panencefalitis subaguda esclerosante (SSPE) , el virus Rubeola asociado 
. . con la Panecefalit is rubdlica, la Leucoencefalopat la mltifocal pro- t-- gresiva causada por el virus del minu, nanbre del grup Papovavirus, 
ass como el virus Visna de las ovejas, que a diferencia con 10s agentes 
del primer p p o  producen infecciones con resplestac inflamatoria y - 
@ i reacci6n inmunol6gica del hu6sped. u. 1 -  
Se debe notar que estas clasificaciones no son estrictas, asi co- 
m no lo es el comportamiento de 10s virus, debido a la influencia o d 
modificaciones ejercidas por 10s distintos hu6spedes.Por esta raz6n un 
virus puede presentarnos distintos tips de infecciones persis- 
tentes o infectar persistentemente algunos hu6spedes y en fonna aguda 
I 
De estos camportamientos duales surge el interrogate que da ori- 
gen a este trabajo de tesis, i CXlBles son las causas de que un virus 
mdifique su fase de producci6n viral citot6xica a la fase persistente 
, no citotexica?. 
I 
I 
I I 1 
I 
I .  
I  I 
I;as condiciones generales que se deben wmplir para que un virus 
I preda existir por perlodos prolongados en un organism son las siguien I -
, . 
' I  - I /  a) Los mecanisnos ~ o l d g i c o s  del h6sped deben estar impedidos 
I  - 
4 -'* de cumplir sus funciones, que llevarian f inahente a la eliminacih I  - ' del agente infeccioso. I  w ,  b) La replicaci6n viral debe estar regulada, a fin de evitar lm aumento inconveniente de su concentracidn en el organismo, pero asimis -mo pemitir el recambio natural de la poblacidn viral. 
c) Los tejidos vitales no debm ser -0s en un grado tal que 
Estas condiciones generales resumen m y  sucintamente el amp1 io es - 
' l i  
LI  I pectro de mecanismos alternativos gracias a 10s que se establecen y man - 
l r i  
tienen las infecciones persistentes. Con el objeto de determinar 10s me - 
I 
canisnos m5s comunes utilizados en 10s distintos sistemas virus-huesped 
- I I - A  I se rese~r5n en el siguiente cuadro las infecciones persistentes m5s im - 
r L m r  
I - 
portantes y sus caracterist icas . . ; I  C 
1 .  
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- lh 
I 
- 
I  - 
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ANEMIA INFECCIO cabal lo crdnica 
- 
crdnica 
macrdfagos de san- 
thica causante de hiper- inmunes infeccio 
- I 
globulinemia. sos) .Orinas sali 
- I 
va y heces. 
Anemia, vasculitis, glome- si x j Comple j o! -mmmes 
gre y tejidos @a- rulonefritis, fiebre recu 
- 
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Episodios recurrentes. 
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raramente sarcoma 
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PERS I STENCIA 
espectro de afecciones. En este p t o  se t r a d  de resefiar las  coin -
cidencias que existen entre 10s distintos mecanismos por 10s cuales 
10s virus peden establecerse en un hugsped superando las  defensas 
del mismo. I 
f Son mchos 10s factores que sin6rgicamente concurren en 10s diz 
persistente~y s610 se puede especular cual de ellos tiene un rol pre- 
ponderante en ciertas infecciones. - .  . 
. . 
tintos mecanismos por 10s que se establece y mantiene una infecci6n 
DEFICIENCIAS EN LA IMJVIDAD HMXAL Y CELULAR 
M~~chas infecciones persistentes e s t h  asociadas con una m y  peque- 
' . I  , 
fla respuesta de anticuerpos, especialmente cuando l a  infecci6n oanre  I 
en fonna intrauterina o neonatal. En estos estadfos, l a  inmunoc&teq '- - .- " 
,I .el- 
cia es baja o se  esta desarrollando, & forma tal que 10s mecanisms 
1. 
imMlol6gicos no favorecerh las  manifestaciones clinicas de infecciones 
, 
virales productoras de inmunopati as. .' 
La tolerancia irmunol6gica generalmente es incompleta , dado que 
se ha demostrado en ratones infectados conghitamente con virus LCM, 
. . 
I 
LDH o Leucemia murina, que soportan l a  nultiplicaci6n viral ,  sin enfer - , -, 
medad evidente, pero presentan distintos grados de hiporeactividad es- 
1 .  
pecif ica . , C 1 
La pequeiia cantidad de anticuerpos producidos, se  detecta sola- 
Fy:-,:- - 
mente como irmunocomplejos circulantes, que luego se depositan en 10s 
glom8rulos u otros te j idos . (24,32,56) i 
Es posible que la presencia de antigenos viraes durante el de- 
sarrollo tanprano, particulaxmente en tejido lifiideo, induzca tole- 
rancia como han propuesto Burnet y Fenner para LCM. (5) . Estoseria 
posible, debido a la destruccidn especifica de c6lulas que reaccionan 
I. a 
con determinados antlgenos. (67) 
En 10s casos en que hay produccidn de cqlejos inmunes circulan- 
tes, estos pueden ser infecciosos (24,54,68) , e infectar a otras ~6111- 
las o ser fagocitados por macrdfagos donde el v i m  es capaz de repli -
car y aiin persistir. En conseaencia, la eliminacibn del virus por me- 
dio del macrdfago no se produce y por el contrario, se favorece 1 per- t 
sistencia viral. (47) I i ' . '  
Son varias las enfennedades crdnicas en las que el virus parece . 
multiplicar fundamentalmente en macr6fagos, tal es el caso de ALV, AEI , , a 4 ! L1 r b: 
y Lnt. La infeccidn de estas dlulas plede modif icar la presentacidn -* 5F Y r  
del antigem por parte del macrdfago a 10s linfocitos T, as5 cnr, otras 1. h 1: 
- .. 
i! funciones del sistana reticulo endotelial, cam, sucede en la infecci6n ir 
del rat6n con el virus LDH, donde lor niveles de rnzinas p l d t i c a s  =--$ 
esth m y  elevadas por falta de eliminacidn. (82) I. I - -  
I 
IIWJNODEPRESION ! 
, , 
1 En las infecciones persistentes, a men& 10s virus causan innmo- -.  . 9: , 
Y F 
supresih. (55) Este fenheno se manifiesta como una respuesta depri- 
I mida de la m i d a d  humoral hacia antigenos no relacionados, cam se 
n ---I 
I .  ha dwwtr? I en Leucosis * Tumor mmario (47)s LAM (49) 9 I 9 
- I 
.. . 
La duraci6n del estado de irmPmosupresi6n es generalmente corto, 
- - 
siendo ndximo en el mamento de la inducci6n de la respuesta irmnrne pa- 
l .  
1:- 1, 
ra el virus infectante. (33,49) . f  
3 I .  
Tambi6n se ha observado cl&icamente, depresidn de la jnmunidad 
I .  
6 celular en humanos vaamados con virus vivo o luego de una infecci6n 
natural (47). Estas observaciones fueron confirmadas posteriormente 
por experimentos realizados con atones infectados con virus de New- 
castle (W) o de la Leucemia de Gross, 10s que mostraron mayor sobre -
vida a1 ser transplantados con tejidos alogen6icos, comparativamente 
con 10s controles no infectados con virus. (98) 
La inrmnosupresi6n estar5a mediada por 10s siguientes mecanipos . I : 
a)Cambios funcionales o ddstruccidn de c6lulas mieloides o l h o i  -
des y/o sus precursores, mediado por virus. 
b) Competencia antigenica . 
c)Inmundepresi6n como resultado de un increment0 de secrecidn 4*h I 
adrenocortical. I 
I 
d)Inmrmodepresibn mediada parcialmente por interfer6n. (81) 
PRODUCCION DE ANTI(UERp0S B m  0 NO NEUIRALIm 1 I 
En nmerosas infecciones persistentes se detecta la formacidn de 
anticuerpos no neutralizantes. Como ejeoplos podemos citar las infeccio -
- ' ! .I nes mediadas por 10s virus L(TI (30), LIH (45), ALV (68) y Leucosis mu- Pa I) I rina (55). I I 
- - 
I 
I L. 
ll\ , I 
3- l- I 
I , '  
. .  . , 
Estos anticuerpos reaccio 
rales que les dieron origen, pero carecen de poder neutralizante, por 
lo que se fonnan complejos antLgeno-anticuerpo infecciosos circulantes, 
que se peden detectar precipithdolos con antiglobulinas. 
Experimentos en cultivo de tejidos demostraron que se puede redu- 
cir el efecto citot6xico entre celulas infectadas con virus y linfoci- ;?e 
tos T, por el agregado de anticuerpos especificos. (79) 1 
A i h  as2 10s conocimientos acerca de 10s anticuerpos no neutralizand - .  A 
tes en las infecciones in vivo son pobres, habigndose determinado so- 
- 1 
lamente que esth dirigidos a sitios no crlticos sobre la superficie vi- 
ral, que pueden bloquear la actividad de 10s anticuerpos neutral1 
Y ;  
as? como la inmunidad mediada por c6lulas, favoreciendo la persistancia r . 1  ., 
viral. (47) I 
I 
I 
1 
?,9OUJIACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA SOBRE LA SUPERFICIE DE LA CELUM 
INFFCTADA 
Cuando la densidad de antlgeno viral sobre la superficie de la . 
cdlula infectada es menor que la necesaria para la formaci6n del h e -  
ro crltico de dobletes de irmnuloglobulinas, no tiene lugar la fijacidn 
- 
de complement0 y en consecuencia no hay lisis celular, favoreciendo asl 
1 
la persistencia viral. I 
La modulaci6n antiggnica puede ocurrir en infecciones en las aue 
el genoma viral est5 integrado a1 del hdsped, y solamente expresa algu -
nos pocos antZgnos, como es el caso de las infecciones con Leucemia mu- 
rim, en las que s610 se form el antsgem = que induce bajos niveles 
I 
, 
En cultivos infectados persistentemente con virus Sarampi6n, cuyos n - I 1 
medios de cultivo hablan sido suplementados con anticuerpos especif icos, I 
- F 
se observ6 coronamiento ("capping") y desrioudamiento ("stripping") de 
antigenos virales sobre la membrana celular. (39). La rmcidn de anti -
genos virales de la superficie celular ocurri6 riipidamente y estwo a- 
sociada con una reducida lisis celular mediada por anticuerpos fijado- 
res de complemento, ath asi, se continu6 sintetizando y expresando an- 
tigen~ viral, que pudo ser detectado en el citoplasma. (39) 
. - 
En relaci6n con el elevado titulo de anticuerpos antisarampi6n 
- -   -
presentado por pacientes con SSPE, se sugiri6 que la modulaci6n anti1 
- 
nica jugarla un rol preponderante en la patogenia de SSPE y de otras 
infecciones persistentes con respuesta de altos tztulos de anticuerpos.-' 
4 -r - -  Por lo general 10s virus que causan infecciones persistentes, no I& 
' 
son buenos inductores de interfer6n en sus hospedadores naturales. . w F - 
I , 8 
I - , - n  EnratonesinfectadospersistentwenteconL~,nosehapodido 
1 dosar nin@ tipo de interferbn, aunque estos mismos ratones responden m+m 
b - \ I :  . -  8'8 con producci6n de interfer6n ante la mfaci6n por otros v i m ,  pa* lo n -  I .  a 'I 
- - - -  - .  I 
.T  f que la incapacidad de induccih de interfer6n estarla ligada a1 vlms 
- 1, ii 
I hi persistente. (47,81) - -k4  T I 
DEMRROUO DE V A R U N l E  DE BAJA CITOPA~ICIDAD, ~IOSENSIBLES Y DE- 
, , T F F -  I I I  I ?$ 
I 
1 1 - 1  
1 :  
Gran parte de 10s c6nocimientos relativos a las infecciones per- 
. I 
u'r  I 
sis tentes derivan de las experiencias realizadas con cult ivos celulares . 
Los estudios de caracterizacidn de las poblaciones virales presentes 
. , 
en estos cultivos, han detectado la presencia de variantes que se dife- 
rencian del virus parental en: 
a) citopatogenicidad 
b) temsensibilidad 
c) termolabilidad 
Los virus que causan infecciones persistentes generalment 
nen un efecto citopatogQlico m y  sever0 y causan cambios minimos en el 
metabolismo celular. Esto es v6lido para la mayorla de 10s virus que 
bsalen de la c6lula por brotacidn, aunque, 10s virus citollticos pueden 
causar tambi6n infecciones persistentes cuando la destrucci6n celuiar 
est6 -restringida a un rdpnero pequefio de cblulas, cuya perdida no afecta 
la funcionalidad de 10s tejidos y 6rganos. I _ 
En consecuencia, el desarrollo de mutantes de baja citopatogenici- 
dad presenta vantajas claras para el mantenhiento de un estado persis- 
1 A 
tente . 1 
Entre las causas que regulan la replicaci6n viral y a~l~detemban- 
el  curso de la infecci6n viral, se encuentran las nutantes tenoos6ki- 
bles (ts) . La asociaci6n entre persistencia y ts , se debi6 fundamental - 
mente a 10s hallazgos de J.S. Younger trabajando en cultivos "carrier" 
de c6lulas L infectadas con virus de Newcastle, de V. Stollar con el 
sistema de cglulas Aedes albopictus infectadas con virus Sindbis y de 
E. Danonte con el sistema c6lulas Vero - virus Junin, quienes encontra- 
i 
t 
I 
I. I I  
ron coincidentemente la presencia de mutantes ts en las pblaciones vi- 
rales obtenidas de cultivos persistentemenae infectados. (13,47,100) 
Tambign se han aislado este tipo de nutantes virales, de animales 
, . -q a 
crdnicamente infectados con virus Aftoso, Estomatit is vesicular (VSV) y 
Parainfluenza. 
La relaci6n entre infeccidn persistente y mutantes ts , quedd 
definitivamente demostrado cuando se infectaron ratas recign nacidas 
con Rimvirus tipo 3 cepa salvaje o nutante ts. Se encontr6 que 10s ani- 
males infectados con virus salvaje, morfan a causa de una encefalitis 
aguda alrededor del dTa 12 post-infeccidn (p.i.), mientras que la 
mutante ts caus6 solamente encefalitis fatales cuando fie inoculada en 
altas dosis. Por el contrario, cuando se inocularon bajas concentra- 
ciones, la mayoria de 10s animales sobrevivieron a la infecci6n.y se 
presentaban clMcamente sams; aunque el dlisis histol6gico realiza -
do meses desp6s en estos animales, danostr6 que existia degenemen -
to de la corteza cerebral. (81) 
En coincidencia con estos resultados, se detectaron modificaciones 
en la neurovirulencia del virus Sarampidn cuando se inocularon ratones 
con mutantes ts en lugar de la cepa salvaj e. (81 ) 
A d d s  de las mutantes ts, las particulas interferentes, tendrian 
;' ,un rol en el establecimiento y manteniaiento de las infecciones persis 
-t .:- .. - 
tentes, aunque hasta el presente la participaci6n de las particulas 
interferentes solamente se ha demstrado inequZvocamente en cultivo 
de tejidos, dado que 10s datos de infecciones in-vivo no le otorgan 
un rol def-tivo en este sentido. 
Entre 10s posibles mecanisnos de. accidn utilizados p r  las parti- 
culas interferentes (PI) , se encuetra .. q, la limitacidn de la replicacidn 
I " .  1 
del virus infeccioso. Este rnecan'i.sm;~ pennitirla llegar con el trans- 
curso del tiempo a un equilibrio entre la formacidn de virus infeccio- 
so y PI, lo cual posibilitaria una replicacidn viral continua per0 con 
una producci6n de virus infeccioso relativamente baja, con pequefio o 
ningih dafio aparente para el organisno. Dicha interaccidn seria impor- 
tante tanto en la iniciaci6n como en el mantenimiento de las inf eccio -
nes persistente . (62) 
Otro mecanimo propuesto para las PI, es la induccidn de intirfe- 
I .  
rdn, como se ha deinostrado para VSV. (47) 
I 
De la breve reseiia de 10s distintos tips de infecciones persis- 
tentes y de 10s factores que intervienen en el establecimiento y/o 
mantenimiento de las mismas, se puede concluir que: las infecciones 
persistentes es&- mediadas por uno o mas mecanismos que imlucran 
a distintos factores, y que el conjunto establecerd el tip de infec- 
ci6n a cursar, por el hubsped. 
1.3. ASPEerOS BIOLOGICOS DE LOS ARENAVIRUS 
En 1970 la clasificacidn taxonhica viral fue modificada con el 
agregado de una .nueva .familia, .AREWVIRIDAE., -&te -grupo . taxonhico . in- . . ., 
tegrado por 11 virus, fue propuesto sobre las siguientes bases: 
1. Similitudes morfol6gicas : viriones de aspect0 pleonbrf ico , con 
envoltura y presencia de particulas en su interior, que observadas a1 
microscopio electr6nico se presentan corn grhulos de arena, lo cual 
da el nombre a la familia. '1Dichos grihulos, de 20 a 25 nm de d i b -  
troy son ribosomas de origen celular. 
2. poseen c- mater-ial gengtico , 'bcido ribonucleico (ARN) cade -
na simple fragmentado. 
3. Relaciones antiggnicas a trav6s de un antfgeno especffico de 
grupo, demostrable por irmPmofluorescencia. A d d s  una parte de 10s 
virus clasificados en esta familia conparten un antfgeno fijador de 
complemento , lo cual ha permitido agruparlos de la siguiente forma: 
a) Virus del viejo mundo: que casnprende a1 virus La (disemina- 
do universalmente) y a 10s virus Lassa y Mozambique (ambos de Africa 
z'! I 
occidental) 
b) Virus del nuevo mdo o CoPnplejo Tacaribe: (integrado por aqug 
110s miembros que comparten el antfgeno fijador de cqlanento) Junh, 
Tamiami, Tacaribe, Pichinde, Machupo, Pard, Amapari y Latino. Estos 
virus han sido aislados de distintos lugares del continente American0 
como se ~ e d e  ver en la figura 1. 
CaMPLEJO TACARIBE ' PERTENECIENTES 
',<;.; : I  
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LJna caracteristica de 10s arenavirus, es que la mayorla de sus 
miembros esth-!estrechamente asocies , F c , 1 4  a roedores, que sirven cano - L 
reservorios naturales. 
Se asume generalmente que las infecciones cr6nicas causadas por 
10s arenavirus en sus hugspecies naturales, son asintom6ticas, con d- 
- 
nimo o ningsin daiio tisular y con transmisi6n vertical u horizontal, 
:om mecanimo fundamental por el que se perpet& en la naturaleza . 
Esta generalizaci6n de la relaci6n virus-hu6sped se debe funda- 
r - -  
~lentalmente a la gran cantidad de estudios realizados sobre la infec- 
ci6n natural o experimental del rat6n con m; mientras que 10s c 
cimientos acerca de las interacciones de 10s d d s  midtos de 1 
milia con sus reservorios naturales, son esqzisos o nulos. 
Algunas de las falencias en el tema, se deben a que gran parte de 
10s virus de esta familia no representan riesgo-+iolbgico para el hom~ 
bre, dado que no han sido asociados con ningrEn shdrome en particular, 
y en consecuencia 10s recursos para investigar en esta grea son 
nados a otros agentes. En relaci6n con 10s tres miembros del grupo que 
causan patologlas humanas, (Lassa, Maclhupo y Junin), 10s avances ob- 
tenidos son un poco mayores, aunque no sufic*entes, y creo que se de- 
be fundamentalmente a que dichos virus tienen distribuci~nes gwi l f i  -
cas limitadas, y 10s paises imrolucrados no cuentan con 10s resursos 
e infraestructura adecuadas para afrontar 10s riesgos de trabajo que 
presentan las investigaciones de estos agentes, quedando fundamental- 
mente en manos de organismos internacionales 10s avances en el tema. 
, cuyo agente causal es ' 
e l  virus Machupo, se ha ido extinguiendo en forma. natural y hace ya 
varios afios que ,no se registran casos hmanos. 
I Con l a  intencidn de relacionar y comparar 10s datos de las  infec- 
ciones crdnicas causadas por 10s arenavirus en sus hudspedes naturales 
y 10s obtenidos en este trabajo, se r e s d a r h  10s pr inc ip les  conoci- 
1 
mientos de cada uno de 10s diferentes sistanas virus-huesped. 
4- 
,- rF::p : 
VIRUS MA- Y UTWO - 
- Wmfl  
E l  virus Machupo, agente etiol6gico de l a  Fiebre Hemorrsgica Bo 
viana, fue aislado en 1965. E l  virus Latino, a1 que no se lo  asocia a 
ninguna patologla humana, fue aislado en 1970. Ambos virus s e r h  t rata  
dos en conjunto debido a que comparten su huesped natural, e l  cricgti-  - 
do Calomys callosus, cuyo m i t a t  se encuentra en l a s  sierras bolivianas.. 
E l  virus Latino produce en e l  Calomys callosus una infeccidn cr6- . 
nica fro: tolerante, s in  viremia . Por e l  wntrario e l  virus Machupo indu- 
ce una infeccidn irmunotolerante con viremia persistente, en animales 
reci6n nacidos. Cuando l a  infeccidn se realiza en animales mayores de 
9 dias de edad, se obtiene una infeccidn con trespuesta dividida.Aproxi- 
madamente l a  mitad de 10s animales infectados, presentan una respuesta - 
inmnotolerante, caracterizada por una marcada anemia hemolitica, esp 
nomegalia, viremia, viruria, y poca o ninguna produccidn de antiqerpos . 
. .  I 
neutralizantes o inmunofluorescentes. E l  resto de 10s cricQtidos desa- 
rrollan una respues t a  inmnocompetente , con produccidn de anticuerpos 1 
. - 
I 
I 7 
I 
ces de clarificar la viremia; asimismo no se observ6 esplenomegalia, 
FF-. 
7 .  < . 
'I '- ni anemia, y la viruria fue mfnima o mila. (93,94) 
Los porcentajes obtenidos para una y otra respuesta a la infec-. 
cien, se vieron modificados a1 variar las dosis inoculadas.Obteniendo -
se un considerable increment0 en el rnlimero de animales con respues- 
6 tolerante cuando la dosis de virus inoculada decrecid de 10 a 
UFP/animal. El mismo fenheno se observ6 a1 inocular roedores con 
cenotipo cosanguheo, sugiriendo la importancia de 10s factores gene- 
.- - 
ticos en la selecci6n de una y otra respuesta. 
El desarrollo de las infecciones con respuesta tolerant 
' 
acampafiado de efectos a largo plazo, entre 10s que se encuentr 
nor desarrollo de 10s animales infectados respecto de controles sanos, 
y decrecimiento del tiempo de sobrevida. b 
Los intentos de aislamiento viral as5 camo la busqueda de 
I nos especificos por ~fluorescencia en 10s animales con respuesta 
tolerante, han sido exitosos a partir de. casi todos 10s tejidos incluyen 
do 10s Brganos reproductivos. Las hembras crBnicamente infectadas, si 
bien se presentan anathica 
siempres estgriles , debido fundamentalmente a la infecciBn fatal de 10s - : 2 - 
embr iones . 
Por otro lado las hembras imrylocanpetentes, que en a l e s  casos . L.  
eliminan pecpeiias cantidades de virus'por o r b ,  resultaron tan f6r- 
tiles camo 10s controles normales. kl estudio de cr5as reci& naci- 
I 
I 
1 
[-?:, I" ' / 
.. . 
I 
. '  das antes de tpe realizaran su primer lactancia, denostrb la presencia $' . I -  
de pequkiias cantidades de antiqqpos -. ,  : neutralizantes, y estos tirulos 
amentaron ra'pidamente plrededor de 4 veces respecto del titulo presen -
tado por la madre,en la primer sernana de vida. Animales destetados a 
10s 21 dlas de vida, m a  heron infectados por sus madres. Pero en 
- r 
10s siguientes 40 --dias, se volvieron totalmente susceptibles a la en - 
1 . .  . 
fT 
fennedad. Este puede ser un posible yecanisno mediante el cual se en- 
cuentran roedores normales en poblaciones donde el virus ests pre 
I 
en la mayoria de 10s individuos. (93,94) 
r: 
=, 
Estos estudios experimentales del virus Machupo en C a l m  @lo- 
> 
, 
-8 sus dentestran muchos hechos en c d  con la infeccibn del M s  nuscu- : 
.. I lus con virus LO4 (seccidn 1.3.8 ), aunque tambi6n se encuentran 
=I 
-
rencias significativas, entre las que podemos incluir: 
a) Ausencia de enfermedad aguda en Calcnys adultos infectados. jtil b) Desarrollo rgpido y persistencia por largo tienpo de ' I  " ,  percrhica microcitica en cricgtidos infectados reci6n nacido C) Mayor reduccibn en el potencial reproductivo como consecuencia 
rn - 
- de la infeccidn neonatal. 
d) Obtencidn de dos respuestas distintas en anhales 
. 
pugs de 8 dias de vida. Cerca de la mitad de 10s roedores tienen todos 
, , - 
10s marcadores de infeccibn en recib nacidos, el resto desarrolla an -
ticuerpos neutralizantes y clarifica la viremia. 
m .  
m '  
I "  
m . 
I 
1 1 '  L;;1 
L- 
:1.3.1. VIRUS LASSA 
La fiebre de Lassa es una enfermedad que generalmente, se presen- 
' - 1  
ta con cuadros m y  severos, caracterizados por involucrar la mayoria 
.- I I 
de 10s drganos y myas manifestaciones son, miositosis , miocarditis , 
neumonitis , encefalopatia, hepatitis y diastesis hemorrggica . 
Esta enfermedad h e  descripta en 1969 en el noroeste de Nigeria, 
en la localidad de Lassa.Los estudios realizados sobre la ecologfa de ' 
la enfermedad, han demostrado a1 kstomys natalensis, como hica 
cie vertebrada salvaje infectada con virus Lassa. (99) 
No han sido mchos 10s avances realizados sobre el virus Lass y 
su huesped natural. Uno de 10s factores limitantes, es la necesidad de 
traba jar ba jo condiciones de alta seguridad, dado que son muchos 10s CZ 
sos de infecciones fatales de laboratorio que se han registrado. Atin .. 
asi, se tienen datos de infecciones exprimentales que permiten dar 
una idea aproximada.de esta infeccidn. 
! La infecci6n de Mastomys neonates, no causa n i n m  signo 
s femedad cllnica o lesidn his$oldgica,a pesar de la presencia de virus .. - 
en sangre, nWlos linfgticos, higado, bazo, p M n ,  cerebro, orina y 
secreciones de garganta por tiempo prolongado. 
Este cuadro pareceria apoyar la hip6tesis del desarrollo de una a - 
infeccidn tolerate persistente, . fundamenbhente por la falta . , - 
de lesiones, la ausencia o aparici6n tardia de anticuerpos fijadores 
,_ - I _  de camplemento, baja eliminacidn viral y reactividad immune, prove- 
yendo estos hechos condiciones favorables para la eliminaci6n y per- 
duracidn del virus en la naturaleza . 
w 
- - 
I 
- 
- -. - . !!! 
La infeccibn experimental de Mastaays adultos, no provoca sbtomas 
aunque presenta altos tztulos de virus en diversos 6rgams (nbdulos l i n  -
fsticos, sangre, higado, bazo, @ d n ,  rifidn, vejiga y cerebro) , siendo 
my marcado e l  linfotropismo viral. Algunos animales eliminan' e l  virus 
de algunos Brganos pem sianpre existe persistencia en otros, generalmen -
I 
t e  cerebro y n w l o s  linfgticos. (6) i 1 3 - La respuesta humoral es pobre, dado que solamente e l  20% de 10s mi- 
-4 
males desarrollan anticuerpos fijadores de ccqdemento . 
Los estudios histopatol6gicos, h s t r a r o n  solamente algunas menin - 
goencefalitis no muy severas, como toda anoxmalidad. 
Los estudios sobre l a  relacidn virus-huesped son todavia prelimina - 
I I res, y poco se  conoce acerca de los ,  mecanisnos de transmisi6n viral  .Dado . 
que e l  nhero  de animales inoculados no ha sido muy elevado .- 
v 5610 heron estudiarios durante cien dias, aCm no s e  puede asekrar  que 
en. esta-infeccibn e l  virus clar i f  ique lentamente , como sucede con l a  
una respuesta infecci6n de 'Sigmodon hispidus con Tamiami, o si existe 
'I de tip dividida, ccnm en e l  ,cam & Calanys callosus y virus Madpp~. f 
1 .3.3.  VIRUS TAFIIAMI - 
Los conocimientos actuales mestran que solamente dos arenavirus . - 
' I :: - 
-.: , han sido aislados en Am6rica del Norte, WT1 (distribuido universalmente) , ;-; *- 
4 2  
a -. 
y e l  virus Tamiami, miembro del subgrupo Tacaribe. " ' I  
.$ /-q- 
1 - ,  
Este virus fue aislado por primera vez en 1970 por Calisher y col, . .  
b a m .  
. -  - 
en l a  vereda de Tamiami en l a  peninsula de Florida, donde su tinico hugs- 
ped natural, es l a  rata algodonera, Siwdon hispidus. I 
I I ;; Y F ( ! I  I 
Ir . 
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E l  virus produce una infeccidn disenninada en e l  cuerpo de su h 6 s -  .- 1: I 
4 
ped, pero resulta asintandtica y varia con l a  edad del animal a1 momen- 
w 
to de l a  exposicidn a1 virus. (97) I 
Si se infectan animales de 2 dias de edad, y se  realiza un estudio 
secuencial de l a  infecci6n, se plede determinar l a  existencia de un t r o  -
pismo linforeticular tanprano, con mayor concentracidn de virus y ant i  -
geno viral  en n6dulos linfgt icos , p u l p  blanca esplenica, timo y fils 
osea, a 10s 1 6 dias p . i . . Asimismo , se detects; infeccidn temprana de 
megacariocitos. 
Con posterioridad, a 10s 30 'dilas p. i., se puede detectar infeccidn 
en hzgado y glhdulas salivales, y un poco n$s tarde, a 10s 60 dlas p. i, 
una importante produccidn de antigenos virales en rifiin, corteza adrenal, 
epitelio de tracto respiratorio y vejiga, -aunque un poco despu6s de 10s 
n 4 2 meses p. i . ,  l a  infectividad viral  se negativiza en estos 6rganos..- - . 
. =a 
La infeccidn del sistana nervioso central, es- poco 
virus infeccioso, pero 10s antigenos virales se  detectan 
dad y progresivo aumento hasta e l  d5a 90 p . i . , y posteriormente se  man?i., , # 
tienen estables hasta e l  dia 360 p. i. . (97) 1 . . 4 
En forma tardia, s e  pleden detectar focos de hiperplasia en reticu- -< 
lo  endotelial, y en al-s 6rganos blancos, pero nunca hubo evihncia ' 
alguna de citonecrosis histol6gica o estructural. I ! 2- . ' 4  q 
La eliminaci6n de virus y antigenos virales de 10s t6jidos de l a  
rata algodonera, fie excepcionalmente baja. Este fendrmeno estarla rela- 
, A: cionado con una pobre respuesta celular binme. Los mecanisnos de inmu- 
nidad mediados por cglulas, son un factor decisivo en e l  tip de res- 
puesta del hu6sped frente a infecciones linfotrbpicas, en particular l a s  
causadas por arenaviw. La presencia de antfgenos virales en forma ma - 
siva en 6rganos linfdideos, serk uq medio efectivo de reducir o abolir ' m I 1  
? , , I  i 
la respuesta celular. 
Estudios de i~fluorescencia realizados sobre c6lulas reticula -
res y linfoides de ratas algodoneras crbnicamente infectadas, presenta - 
ron igual morfologfa que las celulas linfoides de ratones "carrierf1 in - 
fectados con LO!. Este hallazgo- permiti6 I -  . a krphy  y co1,postular que 
:il 
la saturaci6n temprana de las c6lul& reticulares y linfoides con &- 
tigenos virales, serk un equivalente funcional de una zona de alta to - 
C 
lerancia. (51) 
Posteriormente Mims, demstrd que en ratones infectados con U, , 14 
en 10s que se acumulan antigenos en 10s 6rganos, existe destrucci6n de 
tej ido linfoide, especialmente linfocitos T, explicando as1 uno 
'r posibles mecanismos por 10s que se estableceria una respuesta tolerante. ;. 
Las observaciones realizadas sobre la cingtica de eliminaci6n de I I, Z 
I .  
virus y antigen0 viral, en SigFodon hispidus crdnicamente infectados, ') 
. f l  
demos traron una recuperacih tardia del sistema retido-endotelial . .- hh, 
Dicha recuperaci6n fue variable seglin 10s distintos drganos. En cuanto 
1, - 7 
a la respuesta hnune humoral, parece no tener ninguna importancia en - . - -  
el establecimiento de la infeccidn persistente con virus Tamiami. Con .{ Fct 
la contribuci6n de 10s anticuerpos neutralizantes desde el dia 23 p.i., r 
se logra clarificar la viremia canpletamente. Afh asi no parece existir ' 
. .  
L - 
1 1  , ,  remoci6n alguna de antigenos virales del sistwa nervioso central, a h  
'hasta e l  dfa 360 p.i.  (51) 
Los estudios realizados a c e r q  de 10s mecanisms de transmisi6n 
viral ,  han establecido que ocurre fimdamentalmente por exposici6n a 
excreciones infectadas, siendo l a  saliva l a  vla m& importante de 
- 
eliminacidn de virus. _. . . - .. ,I 
Cuando se  intent6 infectar animales de mayor edad (21 y 90 dfas) 
l a  susceptibilidad a , la  infecci6n result6 prscticamente nula. Del 
grupo inoculado a 10s 21 dzas, se aisl6 virus solamente de un animal 
y en bajo tf tulo,  mientras que en 10s animales de 90 dias, todos 10s 
intentos de infecci6n resyltaron negativos. Los estudios de innuno- = 
fluorescencia e histologla, realizados sobre 10s mismos animales, a- ,': 
rrojaron resultados similares. (97) ' 
1.3.4. VIWS PARANA 
Poco es lo  que se ha estudiado acerca del virus P a r d ,  desde su 
aislamiento en 1965, a partir  de 10s riiiones.de t res  roedores Oryzgnys 
buccinatus, en 10s bordes del r io  P a r d  en Paraguay. 
I La fa l t a  de inter& por este virus, tal vez sea debida a que este 
agente no e s G  asociado a patologia humana - alguna, y que -el  rastreo e- 
pidaniol6gico realizado sobre habitantes de l a  zona del aislamiento y 
alejados de l a  misma, dio resultados negativos en e l  100% de 10s casos 
analitados. S i  bien este estudio epidemioldgico se realizd sobre s6lo 
412 sueros, que s in ser un &em muestral .importante, indicarsa que 
l a  poblaci6n no se  encuentra expuesta 61 virus . (92) 
Con el objeto de determinar 10s posibles hugspedes naturales del v i m  
Parad, se realizaron aislamientos virales a partir de roedores captura -
dos en la zona del primer aislamiento. Sobre un total de 6 especies cri -
' .y:, - 
,. ,!* 
dtidas y 2 nurinas, solamente Se 8btwieron resultados positivos en 
Oryzomys buccinatus . Tambign se practicaron estudios seroldgicos a par- 
tir de 10s sueros de 10s animdles capturados, siendo negativos todos 10s 
intentos de dosar anticuerpos neutralizantes, inclusive en las muestras 
Si bien estos resultados son preliminares y escasos , podrian suge- d 
rir la existencia de una resplesta de tipo tolerante a la infeccibn, en 
forma adloga con lo que sucede en 10s modelos de LO! y Mxhup. 
I r !p: 
1.3.5. VIRUS PICHINDE 9%- -1 
El virus Pichinde, fue aislado en el valle del m i n r ,  nombre 'Ln Co - -  n : - I  
El aislamiento 'se realiz6 a partir de cerebro, coraztjn, pulnbn, 
hlgado, bazo, rifi6n9 glhdulas salivales, suero y orina, del roeqr 
Oryzomys albigularis. 
Tambien se pldo deteminar por experimentos de capturas sucesivas ,, 
- 
de ejwplares de Oryzanys, que estos animales presentan viremia persis. - :; 
tente, mientras que la eliminacidn de virus por orina no es persisten - I 
te. (84) 
Los estudios serol6gicos, demostraron la presencia simultihea de 
anticuerpos fijadores de camplemento con virus en Sangre. 
'- -.q 
En un intento de relacionar a1 virus Pichinde con alguna posible 
infecci6n -, se recolectaron suems de habitantes de zonas pr6- 
ximas o alejadas de donde s e  realizaron 10s primeros aislamientos. 
Las mestras fueron ensayadas por fijaci6n de complement0 contra 
virus Pichinde, y sdlo e l  2% de las  mestras fueron positivas, a q u e  
'F* , 
, & -  ,con tftulos m y  bajos. (84) I : .- 
' I  ! + 
&I c 
1 .3.6. VIRUS TACARIBE 
fue aislado en 1963 en Trinidad, del mrci9lago 
ocasi6n, y en otra oportunidad de un "pool" de mos- 
Este agente no ha sido objeto de estudios en sus hugspedes 
naturales, pero si  en sus aspectos bioquimicos y biolbgicos, dado 
- A  que presenta reactividad seroldgica cruzada con e l  virus Junh ,  por 
l o  que no se descarta corn medio de lucha contra l a  Fiebre Hemorrs- 
a gica Argentina. 
Este virus fue aislado en 1964 en Serra do Navio, en e l  terr i to-  
r io  de Amapg, Brasil. E l  aislamiento se realiz6 de dos especies de roe -
dores, ~eacomys guineae y ~ryzanys capito . 
Los estudios serol6gicos realizados en Oryzmys capturados en e l  
5rea de Serra do Navio, mstraron que 10s sueros de dichos a n k l e s  
I posezan anticuerpos fijadores de canplemento, pero no neutralizantes. 
I (63) I 
I 
El virus Amapari no ha sido asociado a ningima patologfa humanas 
y 10s estudios epidmioldgicos realizados en pobladores de la zona de 
aislamiento, armjaron resultados negativos, por lo que se puede con- 
cluir en fonna prelhinar, que no existen infecciones inaparentes en 
humanos. (63) 
1 .3.8. VIRUS DE LA CDRIOMENINGITIS LINFOCITARIA (LCM) 
El virus La fue descubierto en 1934 casi simultkeamente en tres 
lugares distintos de 10s Estados Unidos . Armostrong y col . , aislaron 
el agente de un mono que habia sido irmculado con el virus de la Ence- 
falitis de St. Louis; Rivers y Scott, aislaron 5 cepas de virus en pa- 
cientes con meningitis; y Traub revel6 la presencia del virus en una 
colonia de ratones albinos. (85) 
Aunque han existido distintas derarncias de infecciones humanas 
con LCM (fundamentalmente en laboratoristas), el nGmero de casos ha 
sido bajo y afortunadamente m y  pocos han resultado fatales. 
En 10s - primeros tienpos luego &l aislamiento, se asoci6 a1 ratdn 
blanco como hugsped del virus, pero d s  tarde se demostr6 que el Mrs -
msculus era el principal reservorio del virus en la naturaleza. 
Esto fue demostrado cuando en 1939, se detect6 virus en ratones 
3 
grises caseros, y dichas infecciones wrinas se correlacionamn con ca -
sos humanos de LCM en 10s mismos lugares . (85) 
Esto fue nbs tarde corroborado por distintos investigadores, y en 
la actualidad se sabe que el mayor reservorio natural del virus es el 
rat6n.ddstico. La transmisi6n del agente del rat6n a1 hombre, 'T aiin 
no est5 aclarado. Algunos expermtos realizados con artrdpodos, como 
vectores, han dado resultados satisfactorios per0 no concluyentes a1 
respecto. (85) 
Los primeros estudios realizados en el tema de la relacidn virus- 
h6sped, mostraron que existen dos tips fundamentales de respiesta, 
dependiendo de la edad del animal en el mamento de la infecci6n: 
a) Infeccidn persistente con larga sobrevida, presentada por 10s 
ratones infectados conggnitamente. Tales animales nq muestran signos 
de enfermedad por mchos meses. A d d s  tienen una elevada resistencia 
a la sobreinfeccidn por via intracerebral ' (i .c. ) . A pesar de esto, no 
se encontraron ant icuerpos neutralizantes , aunque . se detectaron .ocasid -
I 
nalmente anticuerpos f i j adores de complemento . 1 
b)Infeccidn aguda, presentada por animales infectados en edad adul - 
ta, seguida por una rspida eliminacidn del virus en 10s sobrevivientes. 
La aparici6n de anticuerpos, fi jadores de complemento, se detecta r5pi- 
damente en el suero de dichos animales, aunque la presencia de ,antimer 
p s  neutralizantes ha sido cuestionada por mucho ti-. 
Los ratones infectados conghitamente presentan un estado de per- 
dad tolerante", en contraste con la "inmunidad activaf' que presentan 
sistencia viral, que 10s transforma en portadores crdnicos. Dicho es- 
tad0 ha sido expresado como "infeccidn tolerante persistente". El esta- 
I do inmune de estos animales tambign recibid la denominacidn de "ixmnmi- 
10s ratones adultos despugs de la infeccidn aguda. 
- 
- . #  
Los portadores crdnicos parecen ratones normales por nuchos me- 
ses, y gran parte de ellos a lo largo de toda su vida, a pesar de 
poseer grandes cantidades de virus en sus brganos, sangre y descar- 
gar virus continuamente en orina, secreciones nasales, heces, leche 
y esperma. 
Estos animales no poseen ningh mecanismo y e  les pennita lim- 
piar el virus de sus organismos. 
Adds, en contraste con lo que sucede en la infeccidn aguda 
del ratdn adulto, estos ratones pueden infectar a ratones normales 
," 
p r  contact0 directo, sexualmente o durante el period0 de lactancia. 
7 
En relacidn con la transmisi6n vertical, todos 10s embriones & cama - 
das provenientes de hembras crbnicqnente I , -  iqfectadas , resul tan infec- 
. I .' " .;'' tados. Esta infeccidn se produce a tiavgs del huevo, que se gesta en 
un medio m y  contaminado con virus. Pero cuando las crfas provienen 
de hembras sanas cruzadas con machos crbnicos, no todas las camadas 
resultan infectadas, y en aqyellas que ii lo esth, 'no siempre se pue - 
detectar antlgeno en todas las crias. (51 ) 
La inmunidad de 10s ratones conggnitamente infectados, est8 carac -
terizada por una-resistencia a la infeccidn intracerebral a lo largo 
de toda su vida. Dado que, se sabe ,. que embriones y recien nacidos no 
son capaces de .desarrollar respuesta innume hmnoral o celular alguna con -
tra el virus, la 6nica explicacidn plausible + para este ccmportamiento 
es que sea debido a la accidn de cglulas infectadas, mediante algCln me - 
canismo de interferencia viral, que no seria interferdn, ya que se ha 
demostrado la ausencia de este antiviral en 10s ratones "carrier". 
I I A d d s  este mecanismo de rencia o bloqueo a la infeccidn - ., 
btracerebral, es dailmente activo contra otros virus que son imcu- 
lados en 10s mismos ratones, con lo - 1 I que I. quedarla demostrado un fen& 
::4 1. 
meno interferente selectivo.(90) - : I 
- - 
- I 
I 
En 10s ratones infectados cong@iWmente, - , ha sido imposible de- 
do que 10s mismos desarrollan anticuerpos neutralizantes contra el 
nuevo agente. (58) 
Aunque las respuestas a la infeccidn de 10s embriones y recien 
nacidos son sustanciahnente iguales , Traub y' col . han dwostrado , - 
la existencia de algunas diferencias entre ambos modelos . Por ejemplo, 
se ha encontrado que la cepa WCC de L a  es altamente virulenta para 
reci6n nacidos cuando es inoculada por vl a i .c. , mientras que 10s em- 
I briones de madfes cr6nicamente infectadas con la misma cepa, no mostra - 
- ron sintomas de enfermedad, a h  cuando tenian grandes cantidades de vi - 
rus en sus visceras a1 mamento de nacer. 
Otra diferencia observada entre ambos modelos de infeccidn, es la 
presencia de anticuerpos fijdorqs , 14, de ccmplemento en bajo tltulo y que 
I ,  
I * I 
I 
mostrar la presencia de anticuerpos neutralizantes, aunque ocasional- 
mente se ha detectado la presencia de anticuerpos fijadores de com- 
plement~ en bajos tltulos, y tambign anticuerpos especlficos por el I 
uso de la t6cnica de irmnmofluorescencia. (58) 
I 
, La tolerancia inmmol6gica presente en estos ankles dura toda 
su vida, pero es importante destacar, gue la misma es virus especifi 
ca. Esto ha sido comprobado en animales persistentenente infectados 
con LU4. a 10s cuales se 10s ha infectado con otros virus, encontran- 
se pleden dosar d s  cadmoente cn recign nacidos, que en 10s ankles. 
-infectado5 cong6ni tamente . + (66,851 
Otro fenheno interesante que se presenta en la infeccidn de re- .' 
ci6n nacidos es la aparici6n & un tWhdrame tardio", descripto por 
Hotchin en 1962. (29) Dichos animales aparecen aparentemente sanos 
por aproximadamente 10 meses, luego de 10s cuales se manifiestan sig- 
n s  de enfennedad, y finalmente nueren. Este canportamiento fue con- 
firmado con posterioridad como una regla general , por la cual, 
nes j 6venes cong6nitos o neonatos "carrieru ,que se presentan 
mente sanos, llds tarde desarrollan una enfermedad desgastante .' La sin- 
tomatologla de esta enfermedad se caracteriza por cambios degenerati- 
vos en ojos y piel, pgrdida de motilidad; histol6gicamente se 
fundamentalmente afectados 10s rifiones, lo que se correlaciona c 
disfunci6n renal. Las lesiones observadas son, glomerulonefritis y vas 
culitis necrotizantes. Oldstone estableci6 la interrelaci6n entre esta - 
enfemedad y la deposici6n de complejos irnnunes. A d d s  se daoostr6 
que 10s complejos inmunes esth fonnados por anticuerpos especificos 
del hu6sped contra las proteinas estructurales nbs importantes del vi- 
rus, concluyendo que 10s complejos depositados esth ccnnplestos por 
viriones de La e ~ g l o b u l i n a  G del ratbn. Por otra parte el , virus 
- p M - I  - 
eluido de estos canple jos result6 infeccios6. (56,57) n-f: 1 ,  +' 
Con posterioridad, se intent6 discernir si las alteraciones pato-, 
1.  
'P. , #  16gicas observadas en rif6n eran mediadas por 10s complejos inmnes 
solamente, o debidas a injuria viral directa. Con este fin Lehmam-Gru -
'-4:' 
be, intent6 la Wsqueda de ratones persistentemente infectados libres 
de ccnuplejos innmes ; Examinando ratones ddsticos que eran portado- 
res de segunda generacibn, es decir, descendientes de ratones que ha - 
bian sido pers is tentemente infectados por inoculacidn de homogeneiza -
do de drganos de rat6n portador salvaie. A 10s 12 meses, 10s ratones 
fueron sacrificados ylos exaimenes irmunohistol6gicos de r%6n , p l ~  
xo coroideo, piel, higado, bazo, y sistema nervioso central, demostra -
ran que no existian complejos innmes, ni cambios patol6gicos en el 
100% de 10s animales estudiados . Los titulos virales obtenidos 
tras de sangre y tejidos, fueron similares a 10s titulos de ra 
adultos endocr iados o exocriados ,persist entement e inf ectados por 
culaci6n neonatal con cepas de L(EI de laboratorio, muchos de 10s 
cuales desarrollaron enf ermedad por canple j os inmunes . (85) - - w-.' 
Estos resultados demostraron que el virus no causa destruccidn 
citopQtica de c6lulas, ni alteraciones funcionales, sino que la pato - 
logia observada es product0 exclusiio de 10s canplejos inmunes . 
Otros dos hechos para remarcar en el ratdn "carrier" son: 
1) La existencia en f o m  variable, per0 frecuente, de un gran 
rnimero de antigenos libres, como se dermestra por dtodos inmunohis- 
toquimicos . 
2) La constancia de virus en 10s tej idos , estableciendose unl ti- 
po de estado estacionario entre la p6rdida de virus debido a la excre -
ci6n o decaimiento natural y la produccibn viral. 
De estos dos hechos surgen dos interrogates principales: I 
&g a.. .: 
i (F6 factor(es) media(n) l a  --oteccibn de las cglulas que no se  
presentan infectadas, congga r .  e l  virus infeccioso? 
t 
, I  
i C6mo se regula e l  nivel ck&cionario 'del virus en e l  hugsped ? 
Las respuestas a estos inte&og&tes estsn todavia en e l  camp de 
l a  especulacibn, y las hip6tesis, aunque variadas, se  pueden resumir 
en l a  combikci6n de 10s siguientes factores : 
- existencia de ~ a r t i c u l a s  PI - - -  
* 
- efecto de un .factor genetic0 de resistencia 
- existencia de una fase refractaria de las d l u l a s  despu6s de 161 
paso de sintesis viral .  L I ' 1  
- i 
Otras causas contempladas podrian ser, corn, se lo ha desnostrado, 
y e  distintos tejidos del rat6n soporten preferenciahnente l a  repli- 
caci6n de variantes virales . Estas  variantes son conocidas por su ca- 
t pacidad de interferir con cada una de las  otras, y as5 contribuir a 
l a  regulaciBn. E l  interferen, por otro lado, pareciera no tener nin- 
giin rol ,  por l a  simple razbn que no es posible detectarlo en ratones 
I 
I 
"carrier". I 1 
A d d s ,  en l a  respuesta del ratdn a l a  infeccibn con LO4 es im- 
\ 
1 lprtante las  caracteristicas gengticas de l a  cepa de animales u t i l i -  
zados. Por ejemplo, l a  cepa de ratones usada por Oldstone y Dixon, i I I. I ' 
. 
produce anticuerpos rgpidamente, aunque 10s mismos no eliminan l a  vi- I 1  
I !  w 
rania. Tambih sufren enfermedades irnrmnes tempranas y m y  severas, i I .  
".t : 
- 
' mientras que 10s animales utilizados por M m  y Traub en 1939, fueron 
I 
- 1  . l a  otra punta del espectro. 
I 
I 
4 
I I ,  
Exis ten evidencias 
de D l ,  as5 como, la susceptibilidad a la enfermedad inmunopatoldgica 
est5 asociada con el locus mayor - +. ,: de ; histocompatibilidad H- 2. (28) 
, , 
-L.J * 
,,-,:. ( 1  
INFECION AC;UIZA DEL RATON ADULTO" , , ,  
. 8 
C ,  
. * I  
La infeccien del rat6n adulto con LW resulta en una patologia 
con sfitomas neuroldgicos agudos. Aquellos que se recuperan, eliminan 
el virus del organismo, con desarrollo de una respuesta innnme protec_ 
I 
Los estudios histoldgicos de 10s ratones agudos, demuestran la 
I 
existencia de importantes infiltrados menfngeos, que causarian la sin - .! 
tomatologia neuroldgica, a travgs de un efecto de presi6n o a causa del 
la presencia de una sustancia t6xica presente en el infiltrado. (74) 
Esta idea fue completada d s  tarde por Hotchin en 1958, cuando 
proplso que el virus L a  es solamente patdgeno para el rat6n si este I 
respnde innmol6gicamente a la infeccidn, dado que es capaz de idciar 
- una infecci6n persis tente inaparente cuando exis te tolerancia imnmo~d- 
gica en estos animales. (31 ) 
Estos hechos permiten inferir , que tanto la enfermedad letal camo 
la infeccidn tolerante persistente, dependen de la aparici6n de nuevos 
antigenos sobre la superficie celular. Estos antigenos inmKidos por 
el virus, estimularian un conflict0 inmunol6gico en el rat6n adulto 
(dirigido a la eliminaci6n del pat6geno) o se iniciaria la tolerancia 
irmunoldgica en el rat6n recih nacido, lo cual permitiria por otro la -
do, que el virus pueda mantener qp ,iTbfecci6n sin manifestaciones cli- 
I 
f 
,, 1 1  
. I !  I 
, . 
3 .' 
, - i 
El concqto de enfemedad mmme para la infeccidn aguda del ra- 
t6n con LOI, esd apoyada por la preyencidn en forma completa de la 
enfennedad mediante el uso de corti&na, radiaci6n X, timectomk, in - 
munosupresores quhicos ,y sueros antilinfocitos y antitimocitos . 
Por lo tanto, 10s eventos Msicos de la patoggnesis de LOf,  re- 
sultan de la elecci6n entre las posibles alternativas de respue6ta 
innme que puede desarrollar el hu6sped. En consemencia, dependerg de 
si esta respuesta es positiva, o sea inmunidad activa con supresi6n 
de virus, o negativa, camo es el caso de la tolerancia o pariilisis in - 
munoldgica . 
Existen sin anbargo, argmentos encontrados con el concept0 am- 
plio de Burnet y Fenner, de tolerancia inmunolbgica para la infecci6n 
con LOi. Esta alternativa liderada por Oldstone, propone la existencia . ;, ra 
de una "tolerancia dividida". Esta posicidn esta' sustentada en la . exis - *. 
. l i 
tencia de anticuerpos contra 10s .principles componentes virales, for- , I. 
mando parte de 10s complejos irmrunes o circulando libremente, en 10s ., 
. - 
- 
- - 
ratones "carrier". 
Otro hecho de importancia, es la respuesta obtenida en ratones a- 
I At; 
I 
dultos inoculados con altas dosis de virus (dosis inmuno-paralizantes) 
o tratados con sueros antilinfocltico o antitimocltico, en 10s que se 
encuentran altos tltulos de anticuerpos fijadores de conrplemento e in- 
. -  ? 1 
- 
nunofluorescentes , pero no neutralizantes . Adem&, ba j o es tos trata- #I-- ?- - F ,  ,aa/ 
mientos se establecen infecciones persistentes, marcando claramente I _ 
.que la respuesta hmaral no previena la viremia, y que la supresi6n vi - 
ral sdlo ocurre camo resultado de una respuesta de tipo celular. 
/. I I 
' .  . . I 
: - 
. . ' . -  . I .  
, ;I 
1 1 1  
I 
o ratones adultos inmunocampeten- 
I 
tes, 10s anticuerpos neutralizantes aparecen recib cuando el virus ha 
sido suprimido, o sea , ieses despu6s de la ikecci6n. Todo esto llev6 
a postular la existencia de una "tolerancia dividida", en la que el 
conpartimiento innm~ldgico B o humoral, serk reactivo. (56) I 
Por lo tanto, se pede concluir que la alternativa de que un ani- 
mal adulto infectado muera o se recupere, se debe a1 balance entre 
dos factores interdependientes: 
'1) la existencia de las modificaciones inducidas por el virus so -
bre la superficie de las c6lulas de 10s drganos consideradas blanco . 
2) la eficiencia del proceso de induccidn innme, que llevars a 
la generaci6n de linfocitos T efectores, que removerfan y destruirfan 
11 
las c6;lulas modif icadas . I I 
Como ya se expres6 anteriormente, el Gltimo punto es talvez ila -- 
piedra angular del mecamisno de prevencidn de la enfennedad en 10s ani -
males "carrier" (cong6nitos o reci6n nacidos), o sea la inhibicidn de 
la respuesta irmune de 10s linfocitos mediada por virus. M~~~osos, ais -
lamientos- han demostrad~ pequeAas cantidades de virus persistiendo en 
el sistema retido-endotelial, lo que podrfa causar el citado efecto. 
Lehmann-Grube ha postusado un mecanismo por el cual el virus in- 
fecta ;snecificamente a 10s linfocitos T programados en su contra, a 
trav6s de receptores especfficos. Este proceso llevarFa a la destruc- 
ci6n temprana de 10s clones de linfocitos T, impidiendo su amplifica- 
ci6n y posterior respuesta. Esta teork fue fundamentada sobre la base 
mientras y e  las mismas .de rat6n-&,~$to -. 
! 
s n refractarias a la infec- 
. . 
1.3.9. VIRUS JUNIN 
Lalpoblaci6n rural del centro de nuestro paTs, esta expuesta des -
de hace aproximadamente 30 afios a una dennedad infecciosa endemo-epi -
dhica de etiologla viral, llamada Fiebre Hemorrggica Argentina (FHA) 
m5s ccnmmmente conocida cmo "ma1 de 10s rastrojos". 
La sintomatologla clinica se caracteriza p r  hipertermia, con al- 
teraciones hematoldgicas , cardiovasculares , digestivas , renales . 
roldgicas . 
I 
La mayoria de 10s pacientes se recuperan de la enfermedad, pero 
I 
aproximadamente el 1 5% mere. 
I I I 
Si bien esta nueva enfennedad tenia antecedentes como tal desde 
1d53, se supone que 10s primeros brotes se produjeron en 1943, siendo 
enmascarados por otras enfennedades de sintomatologia similar.Per,o fue 
en 1958, en que simultheamente 10s grupos del Dr Parodi y del Di'. Pi- 
roslo/, aislaron el virus a partir de sangre y drganos de pacientes in - 
ternados en el Hospital Regional de la ciudad de Junh,  nombre con que 
se denomin6 a1 virus. (60,65) 
La relaci6n biunivoca, enfernedad-agente etiol6gic0, se estableci6 
en base a1 aislamiento del virus, lo cual se consigui6 a1 hallar anima- 
les sensibles para la propgaci6n del mismo, deteccidn de anticuerpos 
especificos contra el virus en sueros de convalecientes y por la ino- 
I 
culaci6n voluntaria en humno. Esre tilth experhento, reprodujo la 
enfermedad natural, y posteriomte se pudo recuperar el agente cau- 
sal de la sangre del voluntario. I 
I. 
Los casos de FHA registrados hasta 1958 provenfan de un 5rea 
relativamente pequefla de la pampa &eda del noroeste de la provincia 
de Buenos Aires (16.000 ko" . Posterionnente, la regi6n endenoepidgni -
2 
-ca se extendi6 afio a afio, llegando en la actualidad a 100.000 lan . 
(42) (ver figura 2) 
La expansi6n del 5rea endhica, implic6 el consiguiente aumento 
en el h e r o  de habitantes expuestos a la in£ecci6n, llev6ndolo de 
25.000 en 1958 a miis de 1.000.000 de habitantes en 1982. 
La mayor parte de 10s pacientes son trabajadores rurales, e - F 
pecialmente aquellos cpe desempefian w tareas en camps cultivadbs 
con maFz, sorgo o girasol . Por otro lado, la W c a  de cosecha de es - 
tos cereales, coincide con 10s picos epidhicos de la enfemedad , en -
tre abril y junio, y e  adem% concuerda con h a  myor densidad de roe- 
dores, especialmente del g6nex-o Calomys, en las mismas 5reas rurales. 
(75,871 
Los estudibs realizados para detenninar 10s reservorios naturales 
del virus, condujeron a1 aislamiento del agente infeccioso a partir de 
B'caros y roedores de la zona endWca. (59,61,76) Posterionnente, no 
se pudo demostrar la importancia de un artr6podo como vector en la 
tranrmisi6n del virus desde el reservorio roedor a1 hombre. 
hfediante estudios realizados a camp. por 10s equipos de Parodi(59) 
y Sabattini (75,76), se dcmstr6 la importancia . 
. 
de 10s cric6tidos cam- 
. . 
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pestres en e l  ciclo natural ae lv i rus  JW. Si  bien e l  virus se  ais- 
16 a par t i r  de t res  especies (Akodon azarae , Calomys laucha y - Calo- 
mys musculinus) , l a  6 1 t h  especie demostr6 ser l a  m5s importante en 
l a  cadena epidemi016gica~ dado el elevado ~liimero de aislamientos,.pe- 
sitivos obtenidos a partir  de dichos animales. Otro hecho que sefiala- 
a esta especie, es su dminancia d r i c a  sobre las otras dos men- 
cionadas . 
Kravetz y col, han realizado importantes aportes en este iiltimo ' ~ r %  
,*z 
aspecto, o sea, l a  ecologla y el. control de 10s roedores involuc~ados 
en l a  FHA. Estos esh;ldios. h e s t r a n  que l a  fauna de l a  zona endhi- 
I 
cap presenta distintas especies de cricgtidos (Akodm, Oryzanys 9 ha- -
lamys). Si bien, las especies del ggnero Akodon son las  nbs abundantes 
en ambientes es tables, l a  actividad agrf cola, con l a s  modif icaciones 
d f i c a s  que e l l a  involucra, detemina l a  destrucci6n de cuevas y va- 
. 
r i ~ i o n e s  en e l  G b i t a t  natural, que afecta fundamentalmente a dicho 
I 
g k r o .  Estas modificaciones ecol6gicas penniten que en 10s canpog cul -
tivados se  seleccione con mayor facilidad l a  especie C. musculinus, 
que es l a  que tiene mayor capacidad de increment0 poblacional, quedan- 
do las otras especies relegadas a 10s bordes de dicho W i t a t ,  que se 
mantienen es tables. (36) 
Este fen6men0;~ as5 corn - . l a  elevada susceptibilidad del - C.ms- 
culims a contraer infecciones persistentes - con virus Junfn, l o  han 
seiialado como e l  principal reservorio natural del virus. 
I 
I 
.Otro estudio similar, realizado km l a  Provincia de Grdoba, por 
. 
! :# - I 
. . 
. . . I  
!. ;'- I 
I 
I 
i 
Sabattini y col., demostrd que e l  g6nero C. laucha era num6ricmente 
dominante en l a  estructura de l a  conmidad de roedores. Este hecho, 
juntamente con 10s elevados tZtulos de virus obtenidos de isapados 
bucales de estos animales, hacen pensar en este ggnero como una a l t e r  
- 
nativa o segundo r e s e m r i o  respecto del C. rmsculinus. 
Los conocimientos' sobre la relacidn virus-huBsped, han tenido en 
e l  equipo de l a  Dra. Sabattini 10s principales aportes, y e s t h  basa- 
dos fundamentahente en e l  esclarecimiento de 10s aspectos ecoldgicos 
y bioldgicos, que influencian el mantenimiento del virus en l a  nakra 
- 
l e a .  Especialmente se han esadiado 10s aspectos relacionados con las  
vfas de elininaci6n y transnisidn del virus entre 10s roedores, n$s 
que aquellos relacionados con 10s mecanisms intimos que detexminan l a  
persistencia viral  en e l  organism del hugsped. 
Los esbdios +ealizados,se han basado en experiencias de captura, 
liberacidn y recaptura, y por inoculacidn experhn ta l  de cricgtidos 
libres de virus. 
I 
Con e l  ob j eto de es tablecer l a  '&r&ia de las  vXas de elimi- 
nacidn viral ,  se estudiaron nuestras de orinas e i s m s  bucales de 
roedores atrapados en e l  &ea endhica. Se detect6 vimria  solamente 
en l a  especie C. rmsculinus, en tanto que 10s intentos de aislamiento 
viral  a par t i r  de isopados bucales, fueron positives en un nGmero im- 
portante de animales pertenecientes a cuatro especies dh t in tas  (C. 
- 
musculinus 64/230; C. laucha 21/98; A. azarae 3/76 y Mus msculus 2/32) 
(76). .Adem& se observd que 10s animales crdnicamente infectados pre- 
sentan virenias persis(enres. 
'19 1 
I 
- Trabajos previos de l a  mima autora, demostraban que l a  propor- 
I I  1 
ci6n de aislamientos positives a part i r  de sangre, drganos o isopa- 
dos bucales, tiene inportantes variaciones en su efectividad, segGn 
l a  6poa de captura de 10s aninales, siendo l a  d s  propicia l a  que 
coincide con 10s meses de mayor incidencia de l a  FHA. 
Los estudios realizados con animales infectados experimental- 
IY-  mente, involucraron distintas especies de roedores. Se dedic6 es- 
pecial interds a1 estudio viroldgiu, de 10s 6rganos, dado que se 
( %AT&. habian encontrado altos t i tulos & virus en 10s =erabros de anha-. 
I les  que no presentaban virenia a1 m e n t o  de l a  captura, demostrando 
"a  priori", un balance entre l a  capacidad del virus para replicar 
en e l  roedor y l a  habilidad de l a  respuesta itmume para clarificar- 
Los experimentos realizados con A. azarae adultos, inoculados 
via i .p . o i .c . , tuvieron resultados negativos tanto en 10s in- 
tentos, por detectar virus en sangre u brgams, as4 corn, antigenos 
f i j adores de canplanento. Los estudios seroldgicos demostraron l a  pre -
sencia de anticuerpos fijadores & camplemento a par t i r  del dia 10 
Cuando se inocularon A. azarae" de 6 a 8 dias de edad, se obtu- 
eanticuerpos fijadores de canplanento fue un poco d s  tardi'a (30 dias). 
Tambien se realizaron m 1 aciones experimentales en L el g6nero 
" A. obscurus. Con este modelo, se obtuvo una respuesta humoral tempra- 
na, per0 la eliminacibn de virus por saliva, as5 m o ,  la presencia 
de viremia, fue en casi todos 10s ejemplares estudiados negativa. Por 
otro lado, 10s l c o ~ ~ t o s  de la infecci6n natural de est. especie 
con virus Junln no son suficientes, dado que son m y  raras las caplu -
ras de estos anbales. 
Los resultados obtenidos con la inoculacibn experimental de C.ms- 
culinus neonatos, denwestran el alto potencial de la especie cmo re- 
servorio del virus Junln. Si bien 10s experimentos se realizaron con 
un nhero pequeiio de. -anhales, 'la mayorla de ellos presentaron virus 
en cerebro, sangre e hisopado bucal. 
La importancia de las gl4ndulas salivales camo 6rgano blanco de 
la mult iplicacibn viral, qued6 demostrado &f initivamente en un tra- 
bajo realizado por fihrtlnez Peralta y col. (43,44) 
.'L ..'. - 
+: - -  El estudio se realizd analizando 10s 6rganos de C. msalinus in -
I ,l" . 
.; f,'i. ,a 
"fectados naturalmente en cautividad, por contact0 con animales previa- 
mente infectados por v5a i.n. . 
Sobre seis animales estudiados, dos desarrollaron viremias crbni- 
cas y bajos titulos & anticuerpos fijaqores, de complemento. A d d s  ; = I  . 
presentaron altos titulos de virus en glhdulas salivales. 
Los estudios de microscopia electr6nica, demostraron la existen- 
cia de partialas virales en g l ~ l a s  alivales, cerebro y hepatoci- 
;. tos aislados. El resto de 10s animales presentaron viremias leves so- 
-- n b # 
&: kamente en 10s primeros mamentos de la infecci6n y todos ellos desa- 1,' 
I - 
- - 
.* I 
-4 
rrollaron anticuerpos fijadores de complemento. 
- y:\ 
. 
Los estudios realizados para deteminar las vias de transmisibn, 
denostraron que la transmisi6n horizontal por contact0 direct0 es la 
m5s importante. No se observd infeccidn ccmgdnita, y solamente se 
observd transmisidn vertical post -natal. (76) 
Los estudios realizados para canbatir la FHA, esth dedicados 
fundamentalmente a1 desarroll6 de vacunas que prevengan la enfermedad. 
Si consideramos, que la cadena epidami016~ica de la enfermedad est5 
constituida por dos eslabones principales: el hombre y el Calms ms- 
culinus (reservorio natural), se observa que poco o nada se ha hecw 
para cortar dicha cadena a1 nivel del eslaMn roedor. 
La idea que fundaments este trabajo de tesis, es el estudio de 
la infecci6n persistente del C a l m  msculinus con virus Junin, L. 
base a objetivos que no se peden alcanzar en 10s experimentos rea- 
lizados a camp. 
Con este fin, se propuso un sistm experimental basado en la 
inoculaci6n del Calwys nusculinus con la cepa atenuada XJ C13 de. 
. . 
virus JunFn. : :-kL 
*.'? . .Tf , . 
El obj etivo principal, es la caracterizaci6n de la respuesta per - 
sistente del cricgtido infectado, esperando que 10s resultados de es- 
ta investigaci6n puedan cmtribuir a la lucha contra la enfellliedad. 
Adds, se intentar5 obtener informacibn que ayude a la canprensi6n 
de 10s fen&enos de persistencia viral "in vivo", y poder convertir 
este sistema en modelo de infecci6n cr6nica; aportando conoc~entos - , 
de imp1 icancia biol6gica de caracter primario . 
- 1 
3.1. V i r u s  
. -  
3.1.1. Virus  Jmh: 
Se u t i l ize  l a  cepa ate- de virus Junin denominada W C13 (1 8) , 
mantenida en e l  laboratorio por pasajes en cerebro de rat6n blanco. 
La cepa fue utilizada en e l  pasaje 13 posterior a su clonado, con 
8 
un t i tu lo  aproximado de 10 UFPlml en c6lulas Vero. 
3.1 .2. Virus de l a  Estamatitis Vesicular (VSV) 
Se trabajd con Ja cepa Indiana. Los stocks se  prepararon en c6- 
lulas Vero o L. Se cosech6 e l  virus del sobrenadante de 10s cultivos 
8 '  
a las 24 hs p. i. . Los t i tulos  fueron del orden de 10 W/ml en c6 - 
lulas Vero. 
3.2. Animales 
3.2.1. Calomys msculinus - II . 
Los C. msculinus utilizados en este trabajo, provinieron de l a  
colonia establecida en nuestro laboratorio en e l  ail0 1980. La misma fue 
originada a partir  de 4 parejas de animales,provistas gentilmente por 
l a  Dra. Marta Sabattini, que eran parte de una colonia iniciada con 
animales capturados en zonas libres de FHA. 
La caracterizacien citogtn6tica, b i o q u ~ &  y de p a r b t r o s  mor- 
fcm6tricos de l a  colox!ia, fueron realizados por D Aiutolo y col (1 1) , 
confirmando que 19s cricetidos pertenecian a l a  especie Calomys mus- 
Los cricgtidos se crlan actualmente en e l  bioterio de Microbiolo -
gia de l a  Facultad de Ciencias Fxactas y Naturales, UBA. 
Los apareamientos se efectdan en ronna exogmica, de fonna de 
imitar las  condiciones naturales de reproducci6n, de este roedor. , I
1 
Los intentos de iniciar una cepa endocriada, no han superado 
l a  cuarta generacitjn, t ras  l a  cual no se ha podido obtener apareamien -
tos exitosos. 
Se ha establecido que e l  perzodo de gestacitjn es de 20 a 21 dias 
y que e l  ti- 6ptina de destete de las crlas, no debe superar 10s 
23 dlas . 
E l  plantel de animales, se ha organizado siguiendo las nonnas 
utilizadas en e l  bioterio del Institute Nacional de Fannacologfa para 
otros roedores. Se tienen dos p h t e l e s  de producci6n, uno mofk~gbico 
que provee 10s animales que enriquecen l a  colonia, y otro polighico 
de donde se obtienen 10s animales para experimentaci6n. 
!% ha notado que estos c r i d t i d o s s o n  muysensibles a cambios t6r - 
micas, as: como, a elevados niveles de ruido, lo  que se traduce en una 
disminuci6n de l a  producci6n de crias. Por dichas razones, se ha debi- 
do climatizar l a  sala donde se  encuentra e l  plantel de animales,a una 
temperatura aproximada a 10s 23OC, as5 cano, t ra tar  de minimizar 10s 
ruidos externos a1 recinto. 
La colonia es controlada peri6dicamente para descartar posibles 
infecciones persistentes con virus Junin o La. Con este objeto se 
sacrifican animales elegidos a1 azar, y se  tonan xmestras de sangre 
y enc6falo . Estas nuestras. son hcmogeneizadas e inoarladas en ratones 
lactantes o adultos por via i .c . . A s i  mismo, se  realizan pesquisas de 
L I 
, I 
anticuerpos neqtralizantes anti-virus Junln en 10s sueros de 10s mismos 
4 , -  animales. 
I ;. 2.2. Ratones 
Se utilizaron ratones albinos , cepa OF, , de 24 - 48 hs de vida pa- 
ra  aislamientos y titulaciones de virus, y ad- para l a  preparaci6n 
de 10s stocks de virus Junin. 
3.3. Cultivo de tejidos 
I 3.3.1. Glulas Vero 
Se uti l iz6 l a  llnea continua proveniente de rifi6n de mono verde 
africano , Cercopithecus aethiops , denaninada Vero . 
La linea fue mantenida por repiques seananales: en medio W(medio 
esencial minimo de Gibco), adicionado con: 5% de suero de ternera inac- 
tivado, y 50 ugh11 de gentamicina. 
Esta llnea se us6 para preparar 10s s~tocks de virus en cultivo de 
tejidos, y para l a  t i t u l a c i h  de 10s materiales en estudio por e l  m6- 
todo de unidades formadoras de placas bajo agar. Se l a  anpld  entre 10s 
pasajes 150 y 200. E l  medio de mantenhiento usado fue MEM, adicionado 
con 3% de suero de temera inac.tivado, y 50 ug/ml de gentamicina. 
3.3.2; C6lulas L-929 . . 
I -i Para determinar l a  presencia de interferdn en 10s animales infec- 
tados, se uti l iz6 l a  l b e a  continua de fibroblast05 de rat611 1-929, da -
da su sensibilidad a1 interfer6n de dicho animal. I :- -3 La linea se mantuvo p r  repiques cada 3 o 4 dlas, utilizando me- 
dio MEN suplmentado con 10% de suero de ternera inactivada , y 50% ug/ml 
I 3.4. Preparaciik de s tbch  he virus '~unfn 
a) En cerebro ratbn blanco 
I 
I 4- -p{ , -, g y se cubrieron . .  1 las  monocapas con medio de mantenhiento. can0 fuente 
de virus se kbsecharon 10s sobrenadantes a las  72-96 hs. Con e l  obje- 
I '  : ,gp' I '  + .  . $'X..i I . I ,  L =. ': -* 
~a tones  albinos de 24 a 48 hs de edad, fueron inoculados por via . 
3 i .c., con 0,02 ml de medio de niltivo que contenian 10 dosis letales 
50% para ratdn (DLso) de virus Juqfp? 
-, . 
Los animales inoculados, se sa&ificamn por decapitacidn al 7' 
dia p. i. . Se cosecharon 10s cerebros, con 10s que se prepard un homo- 
geneizado al 10% p/v en una soluciiin tamponada de fosfatos (PBS) iso- 
tdnica de pH 7,4, suplementada con 10% de suero de ternera. 
La suspensidn -se centrifugb a IQ. OOOg, durante 45 minutos , ut i -  
8 , .  .~..*,l:,:.,;, 
' 8;;:':' ' ,  
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lizando e l  sobrenadante c- fuente & virus. Todo e l  procedimiento 
se realiz6 a 4°C. 
E l  stock se fracciond en alicuotas de 0,s m l  y se almacend a 
-70°C, determinaCndose su infectividad por e l  d todo de unidades for- 
madoras de placas bajo agar y/o dosis l e t a l  50% para ratdn blanco. 
Por otra parte, se comprob6 l a  esterilidad bacterioldgica, antes 
y despues del proceso de fraccionamiento, seabrando 0,2 n i l  de nuestra. ..- ' -i 9 
en caldo tioglicolato y caldo nutritivo. 
b) En celulas Vero 
CElulas Vero en confluencia, se inocularon con virus Junfn con 1 . ;  ' - - F *  + - - n u  
una mltiplicidad de infeccidn de 0,1 UFP/c61. Se dejd adsorber duran- 
t e  1 h a 37"C, con agitaciiin peribdica. Luego se descartd e l  in6culo 
I -:. 
to de eliminar 10s restos celulares, 10s sobrenadantes se centrifugaron 
durante 15 min a 1.800 g. 
El stock se fraccionb, almacend y control6 su esterilidad, 
com se explicd en el p t o  anterior. 
3;s. Procesamiento de las xmestras de sangre y suero 
Los animales fueron sangrados a trav6s del plexo venoso re- 
tro-orbitario inmediatamente antes del sacrificio. 
La sangre obtenida, se fracciond en 2 alf cuotas . Una de ellas, 
se almacen6 a -70°C, para 10s posteriores estudios de viremias. La ali- 
cuota restante, se mantwo a 4OC durante 24 hs, luego se centrim 
a 2500 g por 15 min -y: se recogi6 el..sobrenadante. El meto, as: ob- 
tenido, se fracciond y se conserlrd a -20°C, para su utilizaci6n en 
10s estudios serol6gicos. 
3.6.. Estudios serol6gicos: Prueba de neutralizaci6n 
# 
Estos estudios se llevaron a cabo utilizando la tgcnica de 
,;neutral izaci6n, suero variable-virus constante. 
Para realizarla, se diluy&on 10s sueros 1/5 en medio de man 
tenimiento, y se inactivaron a 56OC durante 30 min. Luego, se diluye- 
ron sucesivamente dl medio o a1 tercio, desde 1 /5 hasta la diluci6n 
conveniente para cada muestra ensayada . 
Pos teriormente , se mezclaron volihenes 8 iguales .de .virus J d n  
(conteniendo 1 000 UFP/ml) ,con las diluciones de suero a ensayar . y 
se incubaron lh a 37°C. Simulthamente, se incubaron mezclas contro- 
les , . de virus con suero de C . musculinus sin inf ectar . 
I ; '  i 
' , I  
Al finalizar el perlodo. de neutralizacidn, se midi6 la in- 
, 1 fectividad residual por el &todo de titulacidn de unidades foxma- 
doras de placas bajo agar: 
Los titulos de 10s sueros se expresaron camo la inversa de 
la lnaxima dilucidn que reduce el 80% de las placas respecto del con- 
trol. 
3.7. Aislamiento y titulaci6n de virus 
Las muestras de 6rganos (cerebro, r S n ,  corazbn, pulabn, 
adrenales, t imo , glendulas salivales , bazo, ganglios linfst icos , 
Mgado y phcreas) de 10s distintos anhales que fuemn utilizados 
para aislamiento y titulacidn viral, se hmgeneizaron a1 10% p/v 
en PBS suplementado con 5% de .suer0 de terneya. 
Las suspensiones obtenidas, se centrifugaron a 10.000 g por 
. - ,-w : !i\3 . 
., .'1-- .:q 45 min, en fr50 . Los sobrenadaiitel S% fraccionaron y heron conserva -
Los aislamientos virales se realizamn inoculando ratones 
albinos de 24-48 hs, p r  via i.c,. ccm 0,02 m l  de la muestra. Los ani -
males se controlaron durante 21 dias, registhdose la morbimortalir 
dad. 
Los aislamientos . m - -  fueron considera s, positivos, cuando 10s ?!. 
ratones presentaban' 10s ~signos.;neurol6gicos caracteristicos de la 
encefalitis producida por el virus Junb (lateralizaci6n de la mar- 
cha, parglisis y muerte) 
Las titulaciones de virus, se realizaron utilizando alterna-. 
tivamente 10s siguientes mgtodos: 
a) Unidades fonnadoras de placas ba jo agar 
Se utilizd el mbtodo de Damonte y Coto (1 2), con algunas modi- 
f icaciones . 
Mnocapas confluentes de cglulas Vero, crecidas en botellas de 
15 cc de capacidad, se infectaron con diluciones decimales crecientes 
del material a1 titular. El voluanen inoculado fue 0,2 ml/botella, el 
que se dej6 adsorber durante lh a 37OC, con agitaciones peri6dicas:. 
Luego se descartaron 10s idculos, y las monocapas se cubrieron con 
3 ml de medio nutritivo. 6e dej6 sdidificar 2 1  
., 
el medio a temperatura 
ambiente, y posteriornente las botellas s; incubaron invertidas a 37OC 
por un period0 de 7 dks; finalmente las cdlulas se fijaron con for- 
mol a1 10% durante 30 min, y se descart6 la capa de agar lavando. 
suavemente con agua corriente. Las monocapas asi fijadas, se tiiieron 
agregando una soluci6n de cristal violeta a1 1 % que se mantwo duran- I 
te 15 min, ladose 2 veces con agua coniente, dejando escurrir 
antes de contar las placas. 
Se utilizaron 2 botellas por diluci6n, y 10s titulos se calcu- 
. . 
laron en base a la siguiente f6rmula : 
siendo N= ntimexo prmedio de placas 
V= volumen del imdculo 
D= diluci6n inoculada 
El medio nutritivo usado para cubrir las cblulas. es el siguiente: 
. 
volhenes iguales de agar La en' agua bidestilada y medio MD.l adiciona- 
do con 5% de suero fetal  bovino qctivadqt 
i:. . , I I/ 
b) Diluci6n a1 punto final 
Se efechd inoculando ratones blancos (cepa OF1) de 24 - 48 hs, 
con 0,02 nil  de diluciones,seriadas dl Wimo de l a  rmestra a t i tu lar ,  
por via i.c. 
Se utilizaron lotes de 9 ratones por diluci6n. Estos a n k l e s  
se  observaron durante 21 dias, registrarado l a  aparici6n de sintomatolo -
gla t ipica procEucida por virus JunZn. 
Los t i tulos se expresarcm en DLSO/d,  calculihdolos por e l  
i& : 
m6todo estadlstico de Reed y fiench. (71) 
3.8. Estudios anatomopatol6gicos e ixmunohistoquhicos 
Con e l  objeto de investigar lesiones en 10s distintos 6rgams 
de 10s C.musculinus infectados, ass como, antigen0 viral  en 10s mismos, 
se pract icaron estudios anatonopatol6gicos e inmu.nohistoqufmicos, que 
fueron realizados por 10s Dres. Ruben P. Laguens y R. !Jhitf.n Laguens, I 
de l a  Ciitedra. de Patologia 11, de la Facultad de Ciencias M i c a s  & 
, - l a  Universidad de La Plata. I , . ! 1  . "  ' -  1 .  
Para observar 10s tejidos a1 microscopio de luz, 10s 6rganos 
heron fijados en solucidn de Bouin, incluidos en Paraplast y colorea -
.&s con Hemtoxilina Eosina, siguiendo 10s procedimientos habituales . 
Para detectar antigenos virales ,  s e  tomaron muestras s in  fajar , - .  
I ~7. 
que fueron congeladas en a)2 y cortadas a 4 um en un criostato. Los cor -
tes fueron incubados con suero karmann,prweniente de un paciente con- 
valescience de FHA, con un lndice neutralizante de 6 logaritmos . Luego 
10s cortes fueron lavados y tratados con suero de cabra anti-irmunoglo- 
bulinas totales hanas, marcado con isotiocianato de fluoresceins de 
origen comercial (Cappel1 Laboratories, Cochranville, Pa.). Los cortes 
heron examinados en un sistema de epiiluminaci6n Leitz, con lhpara 
I .  
de hal6geno y con un filtro K-510. 8 
I I '  
Como control se incubaron cortes alternados con suero humano 
no irmnme o bloqueando la reaccii5n con sueros anti-virus Junin de co- 
bayo, antes de la aplicaci6n-. del-..->p hmapo. innme. 
' '-:$,,,, '7 " 
I -  ' 3.9. Esquemas experimentales ,. .Y i.,J. 
8 . ,-L'.- , ( d 
Los diferentes esquemas experimentales seriin detallados en la 
secci6n resul tados . 
rp 
3.10. Caracterizaci6n de las poblaci0fi3&virales presentes en C. msdinus 
infectados con virus Junin 
3.1 0.1 . Determinaci6n de variantes tennosensibles 
Los homogeneizados de cerebro o glhdulas salivales de C.mcu- 
linus con aislamiento psitivo en rati5n lactate, se titularon por for- 
-
mcidn de placas bajo agar en celulas Vero, a 37'~ y 40°C sinrlt&eanen 
te . 
Con 10s titulos obtenidos se calculi5 la eficiencia de plaqueo 
(EDP) , como la relaci6n: 
titulo a 40°C / titulo a 37OC = EDP 
Se consider6 que labpblaci6n viral estudiada tenia caracteris- 
ticas ts, cuando presentaba EDP menor,, a 0,l. j?,;.': 
* L..L~ .rmL, 
Como control se titul6 el stock de virus parental a ambas tan- 
peraturas . 
I 3.1 0.2. Deteminacidn de vatiantes serolbgicas Se realizaron ensayos de neutralizaci6n enfrentando e l  suero 
de un animal persistentemente infectado, y~ l a  poblacih v i ra l  ais-  
2 -. lada del cerebro o glhdulas salivales del mismo animal. A l  m i =  
tiempo, se determin6 e l  t f tulo de anticuerpos neutralizantes de di- 
cho suero con e l  stock de virus J u n h  parental. 
La metodologfa operativa se  det.116 en l a  secci6n 3.6. 
3.1 1 . Obtenci6n de clones virales 
Con e l  objeto de obtener poblaciones gen6ticamente puras. se 
util iz6 l a  tgcnica de clonado viral .  I 
- i  :. 
.I !, 
Monocapas de cglulas Vero infectadas con las  mestras de virus 
a clonar, se procesaron p r  e l  m6todo de unidades formadoras de placas 
bajo agar, como se detall6 en l a  secci6n 3.7.. Las muestras se inow- 
laron suficientemente diluidas, de f o m  de evitar superposicidn de 
placas . 
A 10s 6 dias p . i'. se  agregd a cada monocap 2 m l  de una mezcla 
de agar 2% y rojo neutro 1:2000 (concentracidn final) .  E l  colorante se 
dej6 difundir 24 hs a 37°C en oscuridad. 
A 10s 7 dias p. i , se observaron j. marcaron l a s  placas a clonar . 
Con pipeta Pastem se pic6 e l  agar y se  resuspendib en 0,s m l  de medio 
de mantenimiento. Luego de 1 h a 4OC, el material resuspendid0 se irio- 
a 1 6  por duplicado en monocapas de c6lulas Vero crecidas en tubs de 
ensayo . E l  material se dejd adsorber F3qr 1 h a 37OC. Posteriormente, se  agrelm 3 
I T  !I! 
I j! 2.. g6 medio de mantenimiento . y se  wb un tubo a 37°C y su duplicado ? 
Los tubos fueron observados diariantente y a l .  desarrollarse accidn c i -  
topatoggnica se cosecharon 10s sobrenadantes y se congelaron a -70°C. 
Posteriomente estos materiales fueron t itulados por unidades foxma- . 
doras de placas bajo agar. 
3.12.Fraccionamiento subcelular 
E l  procedimiento se realizd siguiendo l a  tecnica descripta por 
Cot0 y co1 . (9) L. I ' I 
Los cerebros de C.musculinus se lava&n con soluci6p f isiol6- 
1 
gica j. se suspd ie ron  a1 33% en solucidn de sacarosa 0,323i pH 7,4, 8:- 3: 
)I se  hamogeneizaron con un mmtero manual. 
E l  esquema de fraccionamiento f i e  e l  siguiente: 
* al'lcuota para ensayar interf erencia 
(apei) \ 
, se  llevd a volumen con 
sacarosa 0.32 M pH 7,4 y se  reho- 
- - - 
" , -' "*--&a 
idn a 800xg, l.brmh 
+ 7 
nGcleos (apei) 
i6n 11.500xg,: 20 min 
sobrenadante se&i$!b, se 12ev6 a volumen con 
I 
sacarosa 0,32 M pH 7,4 y se lav6 
' I  I -- i6n 1 1 .500xg, 20 rnin 
sobrenadhnte mitocondr ias  (apei) 
4 A 
i6n 105.000xg, 30 min 
- 
sobren-te B n t o  de miarosomas (apei) + 
centrifupacibn 105.000xg, 4 hs' 
-to de l a  fracci6n soluble 
(apei) 
- -- 
yy-l' - -  
I 
I 
I' Las centrifugaciones a baja velocidad se realizaron en una centrzfuga Beclunan 52-21, rotor JA-20, las restantes se llevaron a 
cabo en una ultracentrzfuga Beclanan L-2, rotor SW 27. I 
Todo e l  ?rocediniento se realizd a 4OC. 
Las distintas alicuotas para ensayar interferencia (apei), se 
almacenaron a - 70°C hasta su uso . 
Ensayos de interf erencia viral  
La tkn ica  utilizada para medir l a  actividad interfer 
ral de 10s diferentes materiales en estudio, se basaron en l a  obser- 
vaci6n de l a  inhibici6n de l a  producci6n de placas del virus estan- 
dar en cultivo de tejidos. 
E l  Frocedimiento se realiz6 siguiendo l a  t b i c a  desc 
por Hely y col (23), . -- con algunas modificaciones. 
blonocapas canfluentes de cdlulas Vero, heron inocula 
diluciones decimales crecientes del material a ensayar. E l  vo 
culado fue 0,2 ml/monocapa , dejhdolo adsorber durante 1 h a 37°C con ' 
agitaciones peri6dicas. Luego se descart6 e l  in6culo y se lav6 l a  mo- 
nocapa con PBS pH 7,4 (1 , 2 6 3 veces segih e l  experhento). Posterior- 
mente se inocul6 ! ,2  ml de m a  diluci6n de virus que contenla 500 -iJFP/ml , 
dejando adsorber 1 h a 37°C con agitaciones peri6dicas. Se retir6 e l  
in6mlo y se proces6 las  monocapas siguiendo l a  tgcnica de unidades for -
madoras de placas bajo agar. 
Simultheamente se infectaron cultivos controles con virus o 
La interferencia se eqresd como e l  porcentaje del nhero  de 
placas producidas en l a  monocapa tratada con e l  material ensayado (I), 
respecto del nhero  de placas prodwidas por e l  virus e s n d a r  solo (E) , 
es decir: . . - ,  , _ ,  ' s t  .
, ,u 
. . .  
% actividad interferente = ' I  / E x 100 
E l  error del metodo, calculado en forma experimental, es de 
aproximadamente un 5%, lo  cual equivale a una diferencia de + 5 placas 
3.14. Tratamiento proteolPtico de suspemiones de cerebros 
Se mezclaron 0,8 m l  de suspemi6n de cerebro a1 1% y a1 10% 
- L i  (p/v) en PBS, con 0,4 m l  de tripsina l $  en medio de cultivo sin suero. 
, 'L. 
La mezcla se incub6 1 h a 37OC y luego se agregaron 3 gotas 
de suero bovino, incubando 15 m i n  a 37OC, para inactivar l a  acci6n e~ -
Posteriormente, se ensay6 l a  actividad interferente de l a  mez- 
' cla como se descrjbio en l a  seccidn 3.13. 
Camo controles se incubaron mezclas de suspensi6n de cerebro 
I 
con medio de cultivo sin enzima,y tripsina con PBS. 
Tratamiento 1ipolItico de suspensiones de cerebros 
Se mezclaron 1.8 m l  de haaogeneizado de cerebros 10% @/v) en 
PBS, con 0,2 ml de clorofonno barite 20 m i n  con agitaci6n.constante 
a temperatura ambiente. Luego se centrifug6 : i y  a baja velocidad y se colec -
t6 l a  fase acuosa, diluyQndola diet e 'cien veces en PIS. Posteriomen- 
t e  se ensay6 l a  actividad interferentp . .. de ambas diluciones. La fase 
acuosa no fue utilizada sin diluir ,  debido a l a  toxicidad del cloro- . 
forno disuelto en dicha fase; .sobre . las  monocapas celulares. 
Camo control se realizaron mezclas de 1,8 m l  de hmgeneizado 
de cerebros con 0,2 ml de PBS, sametihdolas a1 mismo procedimiento 
I 
experimental que las  muestras tratadas con cloroformo. 
.3.15. Obtenci6n de macrdfagos peritoneales de C. musculinus 
La obtenci6n de macrdfagos peritoneales se realizd siguiendo 
e l  procedimiento descripto por GonzSlez y col (16), con algunas mo- 
dif icaciones . 
Se utilizaron C. msculinus lactantes de 5 dias o adultos de 
60 dlas de edad. E l  esquema experimental fue e l  ~i~guiente:  
Y C .msculinus lactante o (adulto) 1 Esq~ema A - Esm-'B 
-.inoculaci6n de almid6n a1 3% en PBS p r  
. via i.p..volumen=O,S o (1,s ml) 
I 
I ,  
-.inoculaci6n de virus Junin por via i .p. , 
' . 0,2 ml conteniendo 4000 DLs0 d (0,s m l  
. conteniendo 100.000 DLs0) 
:lavado del peritoneo de 10s animales,ino - 
culando 1,s m l  o (4 m l )  de MET4 s in  suero, 
recolec.t&ndo e l  emdado peritoneal en 
tubos Leighton esteriles, que se incu- f3 
baron 3hs a 37OC. Luego se lavaron las 
monocapas obtenidas y se incubaron con 
medio & crecimiento a 37°C. 
-.infeccidn con virus JunXn. k l t ip l ic idad  
de infeccidn = 0,1 a 1 UFP/c$l. 
-.Diariamente se registraron 10s cambios pro -
ducidos en 10s cultivos y se cosecharon 10s 
' sobrenailantes para su posterior titulacidn. 
& - Lk. . . - . . 
, . .  
I 
I 
I . . 
I 
Haoogeneizados de bazos de C. musculinus a1 10% en PBS, se cen- 
trifugar6n a baja velocidad para e l i n h r  rkstos celulares. Los so- 
brenadantes se sometieron a un procedimiento de rutina para probar 
la presencia de interfer6n alfa. - ''. 
I Las muestras se hcidificaron a pH 2 con ClH (0,l N) , y se man- 
tuvieron en esas condiciones durante 4 dIas a 4OC en envases plh- 
ticos . Posteriornente, 10s nateriales se neutralizaron con HONa (0, IN) 
y fueron centrifugados a 100.000 g durante 1.5 hs. El sobrenadante i 
obtenido se ensay6 como interfer6n. . 
Determinac idn de act ividdd de interf erdn I  
C6lulas L-929 recidas en botellas de 15 cc de capacidad se in- r 
cubaron durante 24 hs con 10s sobrenadantes obtenidos en la seccidn 
3.17, o con medio de manteniento como control. Luego se descart6 el - 
sobrenadante y 10s cultivos fueron infectados con virus VSV (0,1 W / c b  
A las 24 hs p.i. se cosecharon 10s sobrenadantes de 10s cultivos tra- 
tados y de 10s coqtroles, que se titularon . t #  por unidades fonnadoras 
- i 
de placas baj o agar en celulas ~e;d ." I 
Se consider6 actividad de interf er6n posit iva , cuando exist iii .ma 
reducci6n mayor o igual 6-a1.801 del . nthero de placas presentado por 
I 
el control. 
NEONAT0 I 
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4 . 1  . l .  SUSCEFI'IBILIDAD DEL C .musculinus A LA INFECCICN CON VIWS JUNIN. 1 
l f -  - INFLUENCIA DE LA DOSIS Y VIA DE INOCULXION I 
E l  objetivo de l a  primera parte de este estudio era establecer 
infecci6n persistente en Calomys musculinus con virus Junin, para po - 
der definir en una segunda etapa sus caracteristicas. 'i 
Se tenlan camo antecedentes 10s estudios realizados por Sabatti -
n i  y col (76), infectando experimentahente C. laucha y C. musculinus 
con cepas de virus Jlmfn aisladas & l a  naturaleza, por vla i.c. o 
i.n.. IX1rante estos experimentos no se detectaron signos de enfenne- 
-', . 
. . 
dad o nuerte, cualquiera fuera l a  vla de inoculaci6n o edad del ani- 
- : . . ma1 utilizado. Adem& se establecid que con dosis iguales o superio- 
3 
res a 1 0  DLSO, se lograba establecer infecci6n persistente en casi 
. .. 
todos 10s animales inoculados . Con dosis inferiores en cambio , l a  
respuesta fue variada, detectando en l a  mayor parte & 10s animales. 
conversi6n serolbgica por f i j  aci'bn de canplernento , per0 no s e  pudo 
ais lar  virus de sus prganismos. , I 
Tomando estos resultados cam pmto de partida se decidi6 reali-  
zar un estudio preliminar de susceptibilidad a l a  infecci6n; inoculan- 
do cricdtidos neonatos con distintas dosis de virus y por diferentes 
vlas, con l a  intenci6n de deteminar las  condiciones 6 p t k s  para e l  
a nbs adecuada ya que era la qu La vla i.n. fue consider 
mejor ranedaba las vias naturales de infecci6n; per0 debido a 10s C 7 
-E : 
pmblemas de manipulaci6n con d e s  tan pequeiios ,existe una gran 
a 
w 
incertidmbre en la dosis real de virus que cada cricetido recibe, 
por lo cual se descart6 su uso. 
En consecuencia, se decidid utilizar la via i.p., dado que si 
bien no puede ser considerada una via de inf~ci6n natural, era la 
I 
v5a menos artificial de que se disponia. I 
Por otro lado,la cepa atemaada W C13 de virus Junh elegida pa - - 
ra real i zar es te traba j o , ha presentado his& icamente un comports- 
miento altamente neurotr6pico 6n todos 10s animales de experimentaci6n 
utilizados en las investigaciones relacionadas con la FHA. Este hecho 
I 
sumado a que uno de 10s 6rganos blanco en la infecci6n natural del 
C. musculinus con virus Junin es el cerebro (76), plantearon la nece- 
sidad de ensayar tambi6n la via i .c. . 
Grupos de aproximadamente 50 animales, entre 5 y 7 dlas de edad, 
fueron inoculados con 0,02 ml de medio de cultivo conteniendo 4000 
DLs0 de virus Junin, por via i .p. o i .c. . Los cricgtidos inoculados 
fueron revisados-diariamente durante 3 -egistr&dose shtmas 
de enfennedad o mertes. Los resultados se presentan en la tabla I .  
Conparando 10s resultados obtenidos por ambas vlas se observa 
que la incidencia de la enfendad, f@e aproximadamente similar, pero 
el porcentaje de mortalidad obtenith'br la via i .& fue ligeramente 
superior a1 presentado"por la via alternativa. 
Respuesta de C. musculims de 5 a 7 dlas de edad a l a  inoculaci6n 
con 4000 DL5, u de v i m  Jlmin por via i .p .  o i .c. 
No de animales 
inoculados I C % a n k l e s  % animales , e n .  e m s  mertos 
I 
Por otro lado, aunque l a  via i.p. no refleja l a  via de entrada 
del virus en l a  infeccidn natural, se consider6 oportuno realizar nues -- - 
tros estudios descartando l a  vza i.c. por ser de caracter exclusivamen -
bre l a  respuesta del cric6tido a l a  infecci6n, un grupo de 30 aniroales 
de 5 a 7 dias de edad fue inocgado por via i .p . con 0,02 m l  de medio 
de cultivo conteniendo 400 DLs0 en lugar de 4000 DLs0. i 
La respuesta a l a  nueva dosis mantuvo apmcimadamente 10s misnos 
porcentajes que 10s obtenidos con l a  dosis mayor, obtenigndose 82% de 
I 
morbilidad y 55% de mortalidad. I 
En vista de que 10s resultados obtenidos con ambas dosis fuekon si -
milares, se decidi6 continuar 10s experimentos con l a  mayor de el las  
(4000 DLs0 por v k  i . p . ) , dado cpe .,- l a  . '  misma , era de igual magnitud que 
.;- .I;' ; I 
I , . 
: t e  experimental. I 
Con e l  objeto de detexminar l a  influencia de l a  dosis de virus so -
1 la menor dosis efectiva utilizaaa las infecciones experimentales 
con cepas virulentas (1000 DLs0), lo cual permitirk posteriormente 
1 
una mejor compraci6n de 10s resultados. I I 
, 4 - .  
, -  ' I 
1 I .  
4.1.2. SUSCEPTIBILIIMD DEL C. musculinus DE DISTINTAS ECW)ES A LA INFECCION 
I 
CON VIRUS JUNIN POR VIA INIRAPERITONEAL 
;- I La enfermedad y muerte de 10s animales inculados con la cepa 
- 
- 
i- I XI C13 fue un resultado sorprendente dado que no exitla ninguna evi- 
-t 
dencia anterior de que el virus Junln causara alguna patologla en . -,- 
A 
sus reservorios naturales. - :j I $ ( . '  ' I -- - : f i  
8 .  p.d 
Estos resultados plantearon li ndcesidad de investigar la suscq'' '4 
- 
tibilidad a la infecci6n en funci6n de la edad de 10s animales a1 
" L 
I 3 
momento de la infecci6n. I 
- -I 
Con este fin, grupos de por lo menos 50 animales de distintas eda $, d e s ( 1 , 2 , 3 , 4 , ~ 5 , 7 , 8 , 9 , ~ , 1 l y ~ e s d e 2 0 d l a s ) f v r o n ~ -  . -  
. 1 
-*. culados por vla i.p. con 0,02 m l  de medio de cultivo conteniendo 4000; 
DLso de virus JunZn. j . , +? 
Los cricetidos inoculados heron revisados diariamente durante 3.- - C' 
- - .6 
meses, registrmose shtomas de enfennedad. o muerte. 1 
- I -q  
Los animales respondieron en tres foxmas caracteristicas, (ya pre- - 
' 
: I .  
- .  
t + sentadas por 10s cric6t idos de 5 dias de 10s experimentos anteriores) : I E 
, . 
19 animales que no presentaban sintomas 
I ,  - ' . '-+ = 1 I 
- ! !  7 ,  
8% - ' :  2) animales que enfennaban y morlan 
3) animales que se recuperaban de la enfermedad 
e' Sin embargo, la respuesta 
fecci6n varid segGn la edad en el mamento de ser inoculados. 
Los resultados se .presentan en la figura 3. Se observa que se de- 
tectaron sintomas de enfermedad en todos 10s grupos de animales meno- 
res de 11 dias; pero la incidencia de -la enfermedad decreci6 con el 
aumento de la edad de 10s cricetidos a1 mamento de la infecci6n, sien -
do ndxima para el grupo de 1 a 2 dias de edad (92 %), decreciendo 
gradualmente hasta llegar a un 70% para el grupo de 8 a 11 dfas d 1 '
I =I 
edad . I I I 
I I 
La mortalidad se mostr6 tambign dependiente de la edad, siguien -
do el perfil mostrado por la morbilidad. Los valores rrdximos se obtu- 
vieron en el grup de animales nbs pequefios, alcanzando el 71 %, dis - 
minuyendo posteriomnte hasta un 37 % en el grupo de mayor edad.1 
Un hecho interesante, h e  la falw-de enfermedad y muerte en el 
100% de 10s anhales mayores de 20 dfas de edad. 
r 
Los siktomas clbicos de la enferndad fueron fundamentalmente :.- 
I i' . 
neuroldgicos y de intensidad variable. Las primeras manif estacione's es - 
tuvieron caracterizadas por una dindnridn en 10s reflejos y eriden -
to del pelo. Progresivamente 10s. aninales mostraron m a  acentuada la-- 
teralizacidn en la marcha, acompaibda de tanblores y/o convulsiones. 
Estas manif estaciones fueron espntheas o provocadas por es t hlos 
externos, cano por ejemplo desp6s de someter a 10s cricdtidos a1 "spin ' ' 
I 
test1' (prueba que se realiza tanando el animal por la cola, haciendo- 1 
- 
10 girar boca abajo p r  unos se-s) . 
MlRBIMlRTALIDAD DE C. musculbms lNoCWWS O N  4000 DL5, %4 DE VIRUS JLPnN 
POR VIA I.P., EN FUNCION DE LA EDAD AL MNENJ'Q DE LA INFECCION. 
OZas de edad a1 momento de la inoculaci6n 
1 
MORTALIDAD 
0 SIN SI'"" 
IXlrante las convulsiones, 10s n' mbros posteriores se encontra- 
:.; 3 
I . >  
:4 
11 
.I 
ban rigidamente hiperextendidos (figura 4 a y b). Llepado a este es- 
tadlo de la enfermedad se observaron dos evoluciones, muerte o recu- 
peracibn. En alLgunos animales la hiperextensi6n de 10s miembros tra- 
seros se hizo permanente, no respondiendo m& a 10s estklos exter-,. 
nos, adoptando a1 morir una postilra tipica con el lamo arqueado (fi- 
gura 4b) . I 1 
Otros animales en cambio, se rckpraron paulatinamente sin nos -
trar sintomas aparentes, mientras que otros quedaron afectados pre- 
sentando NS reflejos disninuidos o I . por el contrario hiperexcita- ; 
.I 
ci6n. h. 1 
Otras caracterIsticas observadas en animales recuperados o no, 
fue su menor crecimiento,respecto de animales hermanos inoculados 
simultiheamente per0 que no enfemron, llegando esta diferencia a 
manifestarse en una reducci6n del peso corporal del orden del 50%. 
El dia de aparici6n de 10s primeros sintomas de enfermedad h e  
dependiente de la edad de 10s animales almomento de la imculacidn 
' I .  (f iqura 5) . 
Cuando 10s cricdtidos fueron infectados antes de 10s 5 dias de 
vida, algunos animales mostraron shtanas alrededor del dfa 6 p.i. y 
otro gnp~ entre 10s dias 13 y 16 p.i. (figura 5 a y b). 
La inoculaci6n de animales entre: I -I , 5  y 7 dias de edad present6 
tambidn dos picos de morbilidad, pero el segundo de ellos estuvo re- 
trasado en una semana caoparativamente con 10s de menor edad 
smetido a1 "spin test" 
I 
I 
B) C. musculinus hermano del cric6tido 
de l a  figura 4A, a 10s 21 dFas p.i .  
en un estadlo previo a l a  merte .  
Se observan 10s signos tlpicos de 
l a  enfennedad, pelo erizado, lam0 
arqueado y parglisis del tren pos- 
terior. 
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(f igura 5 c) . 
El grupo de C.rmsculinus de mayor edad susceptible a la infecc 
ci6n , 8 a 11 dias de edad, present6 su mayor incidencia de morbili- 
dad entre el 4to y 5to dia p.i. (figura 5 d). 
La merte de 10s animales estwo siempre precedida por sinto- 
mas neurol6gicos. La mortalidad two su mayor incidencia entre 10s 
-.- 
dias 20 y 22 p.i. mra todos 10s p u p s  , con la exce~i6n de 10s 
anhales infectados entre 8 y 1 1 dias & edad, 10s que murieron en . :! - ,' . , 
I i  
mayor porcentaj e alrededor del dia 30 p. i . (f igura Sa, b , c, y d) . 
Resulta diflcil explicar el conyortamiento presentado por 10s 
distintos grupo de animales. Posiblaoente las diferencias observadas 
Sean el resultado de la interacci6n de sistenas i m e s  con distintos 
gados de desarrollo y 10s mecanisms de diseminaci6n viral. 
Como se puede observar en la figura 5 ,  existe una clara tenden- - 
cia a disminuir la morbilidad en 10s animales inoculados alrededor ! 
de 10s 5 a 7 dias de vida, y este hecho se podria correlacionar con 
u& mayor madurez del sistema innule. 
4.1.4.  PATOGENESIS DE LA INFECCION 
Frente a 10s resultados obtenidos, se decidi6 caracterizar la 
infeccidn apda del C. nusculinus neonato, con el objeto de cm- 
?render las nautas que derivarh en el establecimiento de una in- 
feccidn yersistente. 
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. 4.1.4.1. INFECCION AGURA 
1 
El estudio del estadio agudo de la enfermedad, se plant4 sobre I I 
I t  
la base de 10s dlisis viroldgicos; serol6gicos y anatamopatoldgicos 
realizados sobre un grupo de 90 animales shomlados: c m  4000JlL50 
I p r  via i .p. entre el ler y 3er dia de vida. Los cric6tidos fueron 
sangrados y sacrificados a distintos tiempos p. i. . 
-. 
4.1 .4.1.1. AISLA'4IENTOS VIRALES 
.- . - #  , $ < 
I En esta ?rimera etapa de la infecci6n perinatal solamente se W - ' ~ ' :  
do rescatar virus a partir de cerebros y en fonna nds esporgdica de 
1 glhdulas sal ivales . Los d d s  drganos estudiados (rifl6n, coraz6n, I-; Li'l 
pllm6n, adrenales, tho, bazo, Mgado y pancreas) fueron rutinaria- f 
mente negativos. I 
'R 
La figura 6 muestra 10s tftulos virales obtenidos a partir de 
10s cerebros de 10s animales sacrificados hasta el dia 30 p.i. I 
El virus se detect6 a partir del dla 6to p. i. , en titulos del 
3 
orden de 10 DLSO/ml. Los valores n$xinos se obtwieron alrededor del - - 
7 dia 1 1 p . i . , en el orden de 10 'DL~~/R~, coincidentemente con la apa- -- 
rici6n de viremia y de shtomas neuroldgicos (figura 5). Luego 10s 
6 
valores descienden distribuyendose desde valores del orden de 10 DLS0*-'d, 
2 hasta 10 ~ L ~ ~ / m l .  
El dlisis de la curva de crecimiento de la figura 6 no es sen- 
cillo, dado gue no todos 10s anhales tienen una misna respuesta. Mien - 
\ 7 .  ' 
tras algunos cricetidos presentan altos tltulos de virus a h  hasta el 
. . 
- 
dia 30 p.i. (momento a partir del cual se 10s considera persistentemen -
te.'infectados), otros animales presentan aislamientos negatiws. Ektos 
Gltinos, pertenecerlan a1 grupo de animales que cursan la etapa aguda 
! . L 
i I 
1 I 
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AISLAMIENTO DE VIRUS JUNIN A PARTIR DE CEREBROS DE C. musculinus INFECI'ADOS 
PERINAT- POR VIA I.P. Y SACRIFICADOS EN IQS PRIMEROS 30 DIAS P.I. 
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en fonna asintondtica y que posterionnente estarh inmnizados a1 vi- 
rus Junln, como se describirg m& adelante. 
Los intentos de aislamiento de virus a partir de glhdulas 
salivales fueron negativos hasta el dla 20 p. i .Posteriormente se ob- 
tuvieron resultados positives , aunque. en un ba j o porcentaj e de las 
muestras estudiadas. Los titulos obtenidos fueron del orden de 10 4 
Los estudios viroldgicos realizados sobre nuestras de sangres -- 
. w I 
danostraron que el 50% de 10s animales inoculados presentaban vire- . I 
mia, twieran o no sintomatologk cllnica a1 mmento del analisis. '. P 
L: 
.. . - 
La tabla 2 resume 10s casos de viremias positivas, 40s cuales 
se cmenzaron a detectar a partir del dia 6to p. i. , con tltulos d -
ximos a1 
La 
del dla 
neutrali 
rededor del dla 13 p.i. 
viremia se clarified en la mayoria de 10s casos alrededor 
30 p.i., coincidentenente con la presencia de anticuerpos 
.zantes. h algunos animales estudiados Ras all5 del dla 30 
p.i., que fueron sangrados peribdicamente,se pudo denostrar la exis- 
tencia de viremias fugaces atin cuapdo tenian niveles altos de anti- 
cuerpos neutralizantes. 
4.1.4.1.2.  ESTUDIOS ANATCPIOPATOLO(;I~ 
I Los estudios histoldgicos en animales clbicamente enfennos, de- 
mostraron : meningoencefalitis con destrucci6n de grandes areas ce- 
rebrales . 
1 2 ,  ' I  
I L - -  
TABLA 2 ' 
AISLAFIIENIW DE VIIUlS A PARTIR DE SANGRE DE C.msculinus SACRIFICADOS 
Du'RANT LA ETAPA ACXTDA DE LA INFECCIm* 
a 1 
DIA DE SACRIFICIO TITULO DE VIRUS 
(log DL50/ml) 
r 
6 2,35 
6 2,45 
11 . 2,94 
11 2,60 
13 2,34 
13 3,20 
13 3,25 
17 2,82 
18 2,60 
18 2,34 
18 2,26 
23 3,20 
28 2,45 
2 8 2,35 
b t 
*: solamente se incluyen 10s animales con viremia positiva. 
' ' I 
Las lesiones m5s severas se observaron en cerebros que presen- 
taban destrucci6n de las sustancia gris y blanca. A s i  mismo, se deter -
min6 la existencia de coroiditis e infiltrados mrivasculares. En las 
cercanias de las $reas de necrosis se observaron macr6fagos y movili- 
- 
zaci6n de la microglf a. 
El cerebelo present6 una meningitis leve y un retraso en la mi- - 
' 
qraci6n de las cdlulas granulares, con la consecuente atrofia larnelar 
(f igura 7) . 
En 10s animales anarentemente sanos, aquellos que no presentaban . ? 
sintomatologia neurol6gica, se observaron dos situaciones diferentes. 
Algunos cricdtidos mostraban un infiltrado mononuclear leve con prefe - 
rente localizaci6n perivascular; mientras que otros no presentaron le -
s iones . 
Los estudios morfol6gicos realizados en 10s d d s  drganos no del 
mostraron alteraciones. 
4.1.3 DEXECCION DE AT4TIGENOS VIRALES POR INWFLUORESCENCIA 
Por tknicas de innmofluorescencia fue posible detectar antlge: I 
nos virales en hfgado, tej ido linf6tic0, pulnbn, glhdulas salivales, 
y encdfalo a partir de 10s primeros. nrmentos - de la infecci6n. 
El tejido linfgtico mostr6 fluorescencia positiva en cdlulas con 
morfologia similar a 10s elementos pertenecientes a1 sistema reticu- 
lar-monocftico. Esta fluorescencia no fue intensa y se pudo observar 
sdlo hasta el dia 11 p . i .  en la totalidad de 10s animales examinados. 
. . 
El Mgado present6 escasas cdlulas positivas en la luz sinusoidal 
y s610 cdieron ser detectadas hasta el dla 14 p. i. en 2 de 10 anha- 
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les estudiados. 
El pulmdn mostr6 escasas cglulas septales con fluorescencia po- 
a ,{ - 
sitiva entre 10s 3 y 9 dias p.i. i' 2 de 7 animales analizados. 
Las glhdulas salivales mostraron fluorescencia en el borde a- 
pical de las cdlulas acinares y en la luz de 10s conductos, reciQl 
a partir del dla 20 p.i. en 4 de 10 muestras examinadas. 
Por el contrario, el examen de endfalo p r  medios de esta-t& - 
nica mostr6 una intensa fluorescencia en neuronas corticales y en 
10s nficleos de la base en forma granular, as4 como tambizn, en pe- 
weijos vasos san.guineos de la corteza, en casi la totalidad de 10s 
pa granulosa, per0 ~610 en 15 de 20 animales estudiados. - .' - 
I 
animales estudiados y desde momentos tempranos de la infecci6n. 
El cerebro mostrij taybien fluorescencia positiva intensa en la # >  ca- .. 
4.1.4.1.4. SEWLOGIA. - 1 . w 
I 4  - ! I  Con el objeto de establecer la cinetica de apariciijn de la res- 
I . 
' 
puesta inmune hunoral, se intent6 el dosaje de anticuerpos neutrali- 
zhtes circulantes a partir de muestras de sangre obtenidas por pun- 
ci6n.retroocular - de 10s. animales---infectados ;. - 
Si bien el mgtodo de sangrado ha demostrado ser el nbs eficien- 
te de 10s utilizados, el escaso volumen de sangre obtenida de C, nus- 
culinus menores de 39 dlas (0,2 a 0,4 ml/animal). hizo imposible el 
intento de dosaje de anticuerpos en mchas de las muestras obtenidas. 
Sobre 35 animales sacrificados para este'estudio, solamente . 
se obtwieron 8 muestras con cantidades suficientes de suero para rea -
lCrr"l I - - I 
I ' 
I lizar las pruebas de . 1 Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3, donde se ob- I 
. 
serva la aparici6n temprana de anticuerpos neutralizantes, ya a1 dfa 
1 1 p . i . , aunque no ha sido posible determinar su presencia con anterio -
ridad debido a 10s problanas para implanentar la thica seroltigica 
con muestras de animales miis jovenes. 
Resulta importante destacar que todos 10s animales estudiados en 
este trabajo, asi c m  10s utilizados en trabajos relacionados con el 
con el ~resente, han tenido respuesta humoral positiva frente a la in- 
fecci6n con virus Junfn. 
Otro hecho llamativo, fue la presencia conjunta de viremia y anti- 
cuerpos neutralizantes en el mian, animal. Este fenheno estarfa rela- 
cionado con la patogenesis de la enfennedad y serl tratado en la dis- 
cusi6n. 
I 4.1.4.2. mLDElasMacRoFAGos PERITomEs m u  I ~ I ~ N M P E R ~ ~ E N T A L  
1 DEL Calomys musculinus POR VIA i.p. CON VIRUS JUNIN La inoculaci6n de C. musculinus con virus J u n h  por via i .p. , es 
-\ 
I seguida por una rgpida diseminaci6n viral, con yroducci6n de encefali- 
tis, a causa de la cual un porcentaje importante de 10s animales mere. 
Cuando esta misma inoculaci6n se practica en cric6tidos adultos, . -  7 I 
, .' I 
no se. registra morbimortalidad., (f igura 3) 
El mismo fenheno de resistencia a la infeccidn p r  vfa i.p.en fun - ; c;l;: 
1 ' 1  I I 
ci6n de la edad se ha descripto para otros modelos virales, por ejemplo 
I 
- 
Herpes simple-ratdn (25) , Fiebre amarilla-rat6n (101). 
, . 
RESPUESTA I-KPlORAL DE ~.musculi&s':NK)NA~~~ INFECI'AIXIS O N  VIRUS JUNIN 
' -'Ik'. . L. 
' .  . 
DIA p.i. AISLA?..IIENTO DE VIRUS VIREMIA TITULO- DE P6JfICUERPOS 
a: titulo de anticueqos neutralizantes = inversa de la Gltima diluci6n 
de suero que inhibid el 80% del n h w o  de placas respecto del control 
de virus con suero normal. 
b 
Las evidencias atmuladas sugieren que l a  maduracidn del macr6fa- 
go podria ser uno de 10s factores que contrihuirian a1 fenheno de l a  
susceptibilidad variable en funci6n de l a  dad.  
Aiin asf, l a  informacidn acerca del papel del macr6fago en l a  pato- 
genesis o en l a  defensa de las  enfennedades virales no es suficiente. 
Por otro lado, e l  macr6fago no cumplirxa e l  mismo papel en todas 
las infecciones virales. Mientras existen evidencias que demuestran 
que estas cglulas fagocitan y digieren virus (especialmente cuando es- 
t5.n acomplejados con anticuerpos) (46;73,78,86), -otros trabajos han deg 
cripto l a  exisf encia de adsorci6md.:penetraci6n y nru.ftiplicacidn de a l -  
gunos virus en macr6fagos. (46,73,86) 
Los arenavirus y en particular e l  virus Junin, han demostrado te- 
I ner un tropism0 linfo-reticular, tanto .en sus huespedes experimentales ; 
I I '  
as i  camo en 10s naturales. 
Csnzalez y co1(16), demostraron que Mfp de rat6n blanco pueden 
ser infectados in  vitro con cepas virulentas o atenuadas de virus Ju- 
nin; produciendo altos titulos de virus.s:in aparente daiio celular. 0- 
t ra  particularidad de 10s cultivos de Mfp infectados, k e  su larga vi-  
da in vitro respecto de cultivos controles s in  infectar. 
A d d s ,  e l  patr6n de producci6n de virus de 10s Mfp infectados, 
fue similar a1 presentado por otros cultivos celulares infectados per- 
sistentmente con virus Junh. 
Estos hechos seiialan a1 M f  como posible blanco de l a  replicaci6n 
viral  en infecciones in vivo . 
En consecuencia, se intent6 imrestigar la psible relacidn entre 
la susceptibilidad a la infeccidn y Bli Mfp como posible-barrera i m -  
noldgica o como c6lula blanco de la infecci6n. 
Con este objeto se estudio la interaccidn del virus Junh  con b f f p  
de C.musculinus neonato o adulto. El dlisis se plante6 desde dos 
puntos de vista: 
a) la infeccidn de cultivos de Mfp in vitro, que serviria para 
establecer la susceptibilidad de estas c6lulas para ser infectadas en 
ausencia del entorno irnrmnoldgico que tiene en el organism. 
b) el estudio viroldgico de 10s sobrenadantes de cultivos de M p  
obtenidos de animales previamente infectados, dmstrando asi su fun- 
ci6n como barrera inmnol6gica o como sustrato para la mltiplicaci6n 
viral. 
Siguiendo 10s procedimientos descriptos en Materiales y *tabs, . 
se prepararon cultivos de 1.Q de C.nuscu1i.n~~ (neonates o adultos) 
infectados 48 hs antes del lavado peritoneal o a partir de animales 
sanos. Los exudados'peritoneales que se obtwieron de cada animal te- 
7 6 
nlan entre 10 y 10 cglulas, luego de la incubacidn y lavados detalla- 
doas anteriormente- el h e r o  de cglulas adheridas a1 vidrio fue de 
6 10 a 4 x lo5 cdlulas . 
Los cultivos obtenidos de anbales sanos, fueron infectados un 
dla despu6s de la cosecha. 
En consecuencia, se disponla de cuatro tipos de cultivos : 
1 . - Mfp de neonatos infectados in vivo 
. I I 
2 .  - Mfp de noenatos' sanos, mfectados in vitro 
3. - Mfp de adultos infectadosl i n  vivo 
I, 
4. - Mfp de adultos sanos , ihfkctados in vitro 
Los sobrenadantes de todos 10s cultivos fueron cosechados diaria- 
mente y titulados por unidades formadoras de placas. 
Los cultivos de Mfp pennanecieron viables hasta e l  dla 1 5 apro- 
,-d,mnte, luego e l  h e r o  de celulas comenzd a decrecer. 
@s resul tados se graf icaron en l a s  f iguras 8a, . b , c y d. Los dis  -
tint05 punto de estas figuras son e l  p r d i o  de 10s resultados de 
t res  cvltivos obtenidos de animales distintos. 
,Se puede observar en l a  f igura 8a y 8b, que e l  virus Junk re- 
plica tanto en Mfp de neonatos infectados in  vivo como in vitro. Si  
bien se obtwieron tFtu10s rr6s altos para 10s Mfp infectados in  vivo, 
10s @ltivos infectados in  vitro siguen el mismo patr6.n de infecci6n. 
. . 
Como se observa en la-sfigura 8c, l a  infecci6n in vitro de de 
adult0 fue productiva, y $a -a de crecimiento obtenida presenta uri 
perfil similar a l a  de 10s cultivos de Mfp de neonatos. 
per0 10s sobrenadantes de cultivos de Mfp de adultos infectados 
in viva - fueron negativos .en todas las muestras cosechas a distintos 
-
t i e s .  Sdlamente se obtwieron resultados positives cuando 10s Mfp 
fieroo cosechados 24 hs despgs de l a  infeccibn de 10s a n h l e s ,  en 
de 48 hs i p . i . (f igura 8d) . 
Cos resultados obtenidos sugieren una relaci6n directa entre l a  
h r e z  del.macr6fago peritoneal y l a  resistencia a l a  infeccidn, dado 

Y que mientras 10s Mfp de neonatos son infectados in vivo y sirven psi-  t 
blemente para dikeminar e l  virus,eludiendo as5 otros mecanisnos de de- -1 
fensa, 10s Mfp dd adultos son resistentes a l a  infecci6n in  vivo. 
La .respuesta negativa de 10s Mfp de adultos infectados in  vivo 
serla concamitanti e con l a  existencia de un factor (es) que mediaria 
l a  resistencia a l a  infeccibn. La accibn de este factor cesarla o no 
estarla presente i n  vitro, dado que 10s MEp de adultos sanos inocula- 1 .. 
dos in vitro son susceptibles a l a  infecci6n. 
La existencia de este factor(es) estaria relacionado con l a  ma& - 
rez i m o l d g i c a  del animal, debido a que e l  virus Junk replica en 
Mfp de neonatos infectados tanto in vitro - c n a  in vivo. 
, 4 d d s ,  este factor ejerceria su accibn sobre 10s Mfp aproximada- 
mente 48 hk p.i., dado que 10s sobrenadantes de cultivos de adultos 
infectados in vivo y cosechados 24 hs p.i. son productores de virus, 
- 
1 mientras que aquellos obtenidos a las  48 hs p.i. no lo  son, d k s t r a n -  
do que 10s mismos son resistentes a l a  infeccidn y posiblemente ejer- 
ce i  una accibn virucida que impediria e l  desarrollo de l a  infecci6n. 
INFECC ION PERSI STEIWE 
E l  estudio de l a  infecci6n persistente se realizd sobre 106 - C.ms- 
culinus. Estos cricgtidos fueron 10s sobrevivientes, de un total  de 353 
animales neonatos .infectados con 4000 DLs0 por VL i . p . , que superaron 
Los animales fueron sacrificados a distintos tiesrrpos p.i., a par- 
tir del dia 31 y hasta e l  dia 560 p. i . . I 
,TFd **# I .  I I 
' 
4.1.5.1. AISLAMIENIDS VIRALES t . il' \ I 
"'7 
Los intentos de recuperar virus Junb de 6rganos de animales que 
superaban la etapa aguda de la infeccibn, solamente twieron &it0 
cuando se realizaron a partir de cerebros y con menor importancia a 
partir de gl6ndulas salivales . 
En la figura 9 (continuaci6n de la figura 6), se muestra la dis -
tribuci6n de 10s titulos de virus aislado -a partir de cerebros de 
C. msculinus en funcidn del tiempo de sacrificio de 10s animales. El 
virus que se detect6 en niveles ndximo durante la etapa aguda de la 
enfermedad, luego se va estabilizando para mantenerse alrededor de 10 5 
D L ~ ~ / I ~ I .  
A El virus pdo ser aidado de 10s serebros de animales que- tefim- 
350 dlas p. i, al'.hento del sacrif3cio. I . I . +  
Otros aislamientos , sin embargo, heron negativos correspondie- 
ron a animales que no habian presentado sintamas de enfermedad durante 
I 
la etapa aguda de la enfennedad. I 
Por otro lado, se intent6 demostrar el papel y e  tenian las glh- 
dulas salivales en la infecci6n persistente, dada su importancia como 
.via de contaminaci6n ambiental por medio de la saliva. Con este fin 
se practicaron aislamientos a partir de gliklulas salivales de an%- 
les que habfan presentado o no vimslen cesebro.Este estudio fie rea- 
lizado en base a 10s resultados obtenidos por Martinez Peralta y col 
(43,44) con C. musculinus infectados naturalmente con cepas de campo. 
En estos trabajos se habia demostrado la importancia de las gliklulas 

1 
I 
salivales cano 6rgano de nult&l 
tos de aislamiento de virus a partir de otros 6rganos heron negativos. 
En el presente trabajo se analizaron 26 muestras, y se obtwieron 
, , 
I La tabla 4 resume 10s resultados de estos aislamientos en funci6n de- 
I la presencia o ausencia de virus en 10s cerebros de 10s ankles cuyas glhdulas salivales se estudiaron. 
MSM!IIEWOS VIRALES DE SALIVALES DE C. msculinus QUE W E -  
RARON LA ETAPA AGURA DE LA INFECCION 
* 
VIRUS EN CEREBRO AISUVIQIJTO DE VIRUS JUNIN DE GLANDULAS SALTVALES 
POSIT IVO NM;ATIVO 
TABLA 4 
Los resultados dmstran que aproximadamente el 50% de 10s crid- 
tidos con virus en cerebro presentaron sus glhdulas salivales infec- 
tadas, rnientras que sobre cimo aninales que no tenian virus en cere- 
I 
r., - i  
I I '  -. 
1 
I - 
93- 
Comparando estos resultados con 10s obtenidos por Martinez 
y col., se encuentra una nueva diferencia entre 10s conxportamientos de 
la cepa atenuada X J  C13 y las ceps virulentas. 
r .  
Los intentos de aislamiento de 10s d d s  6rganos estudiados fue- 
ron negativos . Por otro lado, a h  cuando se h s t r d  por inmunof luores- 
cencia que un porcentaje variable de 10s animales presentaban antzgenos 
virales en sus bazos (secci6n 4.1.5.3.), fue imposible rescatar virus 
de estos ijrganos. 
Camo se describi6 anteriomente para la etapa aguda de la infec- 
ci6n (secci6n 4.1 .4.1.1. ) las virmias son clarif icadas alrededor del 
d k  30 p.i., coincidentemente con la deteccidn de anticuerpos neutrali- 
zantes en tltulos elevados. Los intentos de aislamiento de virus a pa 
tir-de sangres de animales con d s  de 30 dlas de infeccidn resultaron 
negativos en 19 de 20 cricetidos estudiados. El hico animal que pre 
sent6 virwia positiva- sugiri6 la posibilidad que existieran 
lfugaces , tal como:.sucedk en okros . sistemas virus -huesped e 
.I - 
en C. msculinus infectado con cepas virulentas de virus Junln, y que h. L :'.,a, L+. 1 
en estos experimentos no hubieran sido detectadas por no habkr practicado y, 
C - 
L 
sangrados sucesivos. 
I 
Con la intencidn de comprobar este supuesto, se inocularon 20 
culinus neonatos por vla i.p. De esta infeccidn sobrevivieron 5 anha- 
les, 10s que heron sangrados peri6dicamente desp6s del dla 30 p.i. 
Los sangrados se practicaron cada 7 dias durante 2 meses. ! ,  U$o de 10s cricgtidos estudiados present6 en dos oportunidades 
; .  
no consecutivas viremias positivas. I 

-10: Fncefalitis con perivasculitis predominantemente linfocitaria (HGE x 250) 
 
1 1 : Leptomeningitis linfocitaria (HGE x 250) 
-
12 A: Atrofia cerebelosq notable en la capa molecular (HGE x 50) 
12 B: Corteza cerebelosa de un animal sin infectar, de la misma edad que el 
-
animal de la figura anterior [HGE x 250) 
- .' 
. .+ ganos, de animales crenicamente infectados o de aninales que hablan L 
clarificado e l  virus de su organisno, demostraron corn iinica altera- , 4 1. 
ci6n morfolbgica,daiio xenal. Estas lesiones no f l e r o n  ser asociadas. 
-% 
a una patologia por virus Jmfn, sin0 a l a  elevada edad de 10s anima- 
les que presentaban dichas alteraciones (todos ellos superaban 10s 400 
dias de vida) . 
Con e l  objeto de corroborar este diagnbstico, se sacrificaron 6 
animales s in  infectar de qroximadamente 1 afio de edad, y 2 de ellos 
- 
1 presentaron e l  mismo tipo de daiio renal. 
I 4.1.5-3. DEIECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR IhWNOFLWRESCENCIA E l  uso de l a  tgcnica de inmunofluorescencia permitid observar en 
todos 10s animales con lesiones en cerebro, una intensa fluorescencia 
en un gran nhero de neuronas corticales, y en 10s nClcleos de l a  base 
granular, a s l  como tambib, en pequeas vasos sanguineos de l a  corte- 
za . 
E l  cerebelo mostr6 fluorescencia positiva intensa en l a  capa gra- 
nulosa . 
La inmunofluorescencia fue negativa en aquellos cerebros que no 
  re sen tab an lesiones morfol6gicas. 
Los estudios innumohistoqufmicos de glhdulas salivales d m s t r a -  
ron que e l  25% de las  muestras estudiadas t e n k  antigen0 viral  en e l  
lumen del acino y en e l  citoplarma de las  celulas secretorias. 
Como se mencion6 anteriomente, 10s intentos de aislamiento viral  
a i 
' r L I 
*i : 
1 ill 
casos ; pero mando este brgam fue estudiado p r  irmmofluorescencia 
?- 
se pdo determinar la presencia de antigen~ viral en el 12% de las 
muestras (7/59), algunas de las cuales correspondXan a animales con 
aislmiento e inmunofluorescencia negativa en cerebro. Estos resulta- 
dos serh ampliados en la discusi6n. 
Los restantes brganos eitudiados heron rutinarianente negativos. ;b 
ESTZlDIOS SEROmICOS 
El adlisis de 10s sueros de 10s C.rmsculinus que superaron lo 
30 dlas p. i. mediante la prueba de neutralizacibn, indic6 que todos 
10s anbales inoculados por vXa i.p. hubieran enfennado o no, tenian .L 
altos tltulos de anticuerpos. En estos estudios se incluyeron muestras 
de sueros de animales persistentemente infectados asi como anhales 
que eliminaron el virus del organism. 
* I  . 
'.. ' 
Las muestras se tomaron entre 10s dlas 32 y 523 p.i., observando 
que la mayoria de 10s titulos de kticuerpos eran superiores a 320- pa- 
ra animales sacrificados antes de cumplir un aiio de inoculaci6n, estu- ! I  
. :, ' 1  
vieran o no persistentemente infectados, mientras que a tiempos mayo-.' 
res de sacrificio 10s tltulos obtenidos para...animales anos eran un 
poco menores (20- 1 60) . 
CONCWSIONES PARCIALES 
' 
, I  
I 
La correlacibn entre 10s estudios virol6gicos, morfolbgicos,in- 
omohistoqufinicos y serolbgicos, indican que 10s ankles responden 
de fomas diferentes a la infeccibn I 
C. musculinus a la infecci6n i.p. 
t- 
i I 
- 
- 
h i  sistentemente infectados, o sea, aquellos que presentan ~ofluorescen -I 
independiente de la existencia de anticuerpos neutralizantes. En el te~,,-. - - ,  
t r  
cer grupo en cambio, en el que el virus ha sido eliinado del organisno, I- 
- 
dado que 10s estudios viroldgicos e i~ohistoquhicos fueron 
7 l no se observaron lesiones o alteraciones mor.folbgicas, pero si una - uerg .-  
respuesta humoral con altos titulos de anticuerpos neutralizantes. y;,p;.:i 
Estos hallazgos indican que la presencia de virus en el cerebro, ya 
> 
sea danstrable por aislamiento viral o irnunofluorescencia, es coinciden- .- 4.1 
- I 
te con la aparici6n de lesiones anatomopatolbgicas. En cambio, en animaleZ" - 
'1 I 
que seguramente fueron infectados ya.que presentaron anticuerpos anti-virus 
- 
&: I ,  
..J 
- 
El perfil wstrado en la tabla 5 no incluye la persistencia viral en 1 
I 
gl~ulas salivales, ya que no se ha presentado como un rnecanismo general, ~i~: 
" 
.'G , 
sino can, ma alternativa con baja incidencia en 10s animales crdnicameg- ". 
te infectados. 
' J J  8 

inoculados pueden presentarse sanos durante y despu6s de la fase agu r , 
da de la infeccidn, atin cuando 10s mismos vayan a cursar una infec- 
ci6n persistente. As5 m i s a  existe un segundo grupo de cricetidos que 'a - . 
- .  
cursa la primera etapa de la infecci6n con sintomatologla clinica agu - : . - 7 
1 
da, con posterior rekperaci6n o presentando secuelas permanentes du- 
7 
rante la infecci6n cr6nica. 
Con el objeto de establecer la influencia que tenian estos dos 
tips de respuestas durante la infecci6n aguda sobre el establecimien- . 
to o no de un estado de infeccidn cfenica, se analizaron 10s porcenta-. 
. .- 
j es de 10s cricdtidos persistentemente infectados obtenidos de anima- 
les y e  en al@ momento hab5an presentado signos de enfermedad o que 
nunca se mostraron enfermos. 
Sobre un total de 189 animales estudiados, 129 estaban o l-kblan 
- ?.I estado enfermos y 60 nunca presentaron sfntomas. Las animales heron 
. .  5 
7 ' -  : clasificados en cuatro grupos segh el tiempo p. i . de sacrif icio (0- 
.I ' 
I 30; 31-60; 61-90 y mayores de 90). Posteriormente se calcularon 10s 
porcentajes de aislamientos virales positivos en cada uno de 10s gru- - 
pos. La figura 13 resume 10s resultados obtenidos. Las barras llenas 
corresponden a 10s aislamientos positivos de animales que presenta- 
ron enfermedad, observandose que la mayor parte de estos animales cur- 
san una infeccidn persistente y que sblamente entre el 10 y el 20% de 
10s mirmos elimina el virus de su organisno. Las barras rayadas cor- 
responden a 10s aislamientos positivos de aninales asintdticos, esta- 
I 1 
RELACION ENIRE EL CURSO DE LA, F .  A O A  DE LA INFECCION Y LOS PORCENTAJES 
IIE C. musculinus CRONICNENTE IbFECTADOS, OBTENIDOS POR INOCULACION DE 
VIRUS JUNIN FOR VIA I .P . 
30 31 -60 61-90 >90 
D f a s  p . i .  
SINKMU QINICOS NECQTnrOS Y A I S L A M I ~  VIRAL POSITIYO 
de 10s integrantes de 
este grupo cursan una infecci6n cr6nica. . 
Los resultados sugieren que la mayorza de 10s animales que cursan 
, i - ?  
con enfermedad y superan la fase aguda, van a establecer un estado de 
infecci6n persistente, mientras &e-.q&xhd&6nte _ _  -la mitad de los 
animales que no enferman se presentan cr6nicamente infectados y el 
resto eliminar el virus. 
Adds, en 10s animales crdnicamente infectados. el virus penna- 
nece en 10s cerebros en tltulos 16s o menos constantes. (com se m s  
en la figura 9 ) y  p r  otro lado, no exitirk clarificacidn del virus 
en funci6n del tiwnpo transcurrido, dado que 10s porcentajes obtenidos 
en la figura 13 para 10s distintos tiempos p.i. son sustancialmente 
comparables. 
I 
I 
* i  I 
- '..r 
- ,  
- 
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4.2. (XWTERISTICAS-DE LA I I 4.2.1 . SUSCEPTIBILIDAD DEL C . musculinus ADULT0 A LA INFECCION POR VIA I m -  
I PERITONEAL E INTRANASAL 7 
La alta patogenicidad y marcado neurotropiano de la cepa X1 C13 1 
I dificultd en cierto modo 10s experimentos destinados a establecer pey 
sistencia viral utilizando animales reci6n nacidos, ya que la obten- ' 
: cidn de un n h e m  importante de animales cr6nicamente infectados se 
L 
-realizb frente a un alto costo de muertes (siempre superior a1 70 %) 
. . Por otra ~arte no fue msible infectar animales mayores de 21 
A * 
dlas POT :via i.p.;;todos 10s intentos por danostrar la presencia de 
virus Jun5n en estos animales fueron negativos atin cuando desarrolla- 
ron niveles importantes de anticuerpos neutralizantes. 
Ante estas circunstancias, la aparici6n de slntomas de encefali- 
w-, 
- tis en una madre que amantaba crzas inoculadas. y 10s antecedentes de- - 
i infecciones experimentales-realizados.por Sabattini y col (76),;11e- 
varon a considerar tanto la via oral carno la respiratoria para la in- 
fecci6n experimental del C. musculinus adulto, imitando la vla natural 
que ocurriria entre animales en btho contacto. 
.Con este objeto se rea1izb.m estudio prelimbar.sobre la respues -
La del Calomys a la infecci6n.por-via-in. A diferencia de la resis- 
tencia observada en animales adultos a la infecci6n por via i.p., la 
inoculacidn por via i.n. caus6una enfermedad con sintomatologla neu- 
roldgica similar a la presentada:por 10s Calomys neonates. A d d s  se 
observd que 10s animales menores de 60 dlas enfermaban y morlan en 
mayor proporcidn que 10s cricetidos de mayor edad. 
I 
I 
I 
I Con el objeto de deterninar la auceptibilidad a la infecci6n 
por vla i.n. y tomando cam base 10s resultados antes mencionados, 
I C se realizd un estudio sobre dos grupos de animales de diferentes e- I 
dades (30-60 y 90-150 dias de-vida). La imculacidn se practicd ins C - tilando en la cavidad nasal 1 00.000 DLs0 de virus Junk contenidas I 
en 0,05 ml de medio de cultivo. Los ankles fueron examinados dia- . _ 
riamente durante un aiio, registrandose signos de enfemedad o merte. 
Los resultados se resumen en la tabla 6. 
:I 
TABLA 6 
I 
SUSCEPTIBILIDAD DEL C. musmlinus AIWLTO A LA INFECCION CON VIRUS JU- 
I 
NIN POR VIA i . n . 11 
I 
El adlisis porcentual de la tabla 6 confima 10s resultados ob- 
tenidos en el estudio preliminar. La incidencia de la enfemedad, as? 
- 
tidos , siendo la diferencia del 10% para 10s dos par&netros.registra- 
dos . 
Por otro lado, 10s porcentajes de norbinortalidad obtenidos con 
esta via para cualquiera de 10s dos grupos de animales, son sensible- 
nente inferiores a 10s porcentajes registrados con la v5a i.p. en 
cricgtidos neonatos. 
7 4.2.2. SUSCEPTIBILIDAD DEL C . musculinus ADULTO A LA INFECCION CON VI; JU- 
4 
NIN POR VIA i .n. : INFLUENCIA DE LA DOSIS INOCULADA 
1 . ,*k 
El procedimiento experimental utilizado para realizar la inocula- 
cidn por vla i.n. consisti6 en instilar gota a gota en la cavidad na- 
sal 10s 0,05 ml de medio de cultivo que contenlan la dosis elegida. 
. j I '. : 1 1  - 1  Este ggtodo presenta el incomreniente de no asegurar que el volumen - . . . . inoculado sea efectivamente absorbido por el animal, dado que el cri- I .. : I . . 
c6tido a1 respirar provoca aerosoles que eliminan parte del material 
I 
instilado, lo cual hace hposible conocer la dosis exacta que recibe 
el animal. 
En consecuencia se decidi6 estudiar la influencia ,de la dosis 
, sobre la respuesta del Calomys a la infecci6n, con el objeto de esta- 
7 blecer si se modificaban 10s porcentajes obtenidos en la tabla 6, o 
+ si por el contrario can, sucedi6 para la vXa i m p . ,  variaciones en la 
- dosis no se reflejaban en la respuesta a1 virus. 
El estudio se realiz6 sobre el esquema experimental de la sec- 
ci6n 4.2.1, modificando solamente el nhero de animales utilizados pa 
- 
- 
ra cada grupo ( 30-60: 18 anjmales y 90-150: 15 animales) y la dosis 
que en este caso fue de 10.000 DLs0 en 0,05 nl de medio de cultivo. 
I I I ,  1 * 
En l a  figura 14 se ha graficado en forma comparativa l a s  respues- 
tas obtenidas para ambas dosis en 10s distintos grupos de animales. 
La barras rayadas representan 10s porcentajes de anhales  enfermos y 
las  barras blancas 10s porcentajes de animales muertos. En l a  parte 
. 
superior de cada grupo de barras figura l a  dosis utilizada y en l a  par - 
t e  inferior se indica l a  edad de 10s animales . 
Los porcentajes obtenidos para 10s dos parametros registrados (en 
I 4, r* fermedad y muerte), heron sensiblanente menores cuando l a  dosis u t i -  . 
. - 
lizada fue 10.000 DLs0, tanto para e l  grupo de 30-60 d k s  como para e l  
grupo de mayor edad. 
Las diferencias observadas. se tradujeron 116s tarde en un mayor nCi - 
mero de animales persistentemente infectados en favor de l a  dosis nds 
alta,  p r  l o  cual se decidio continuar 10s experimentos con dicha do; 
: sis. 
Por otro lado, las diferencias en 10s porcentajes de morbimorta- 
lidad observadas para las  distintas dosis se deberlan a que l a  canti- 
dad efectiva de virus absorbida durante e l  proceso de instilaci6n se- 
r i a  mucho menor que l a  calculada t&ricamente, y a d d s  a que gran 
parte del volumen absorbido podrla ser derivado a1 .tract0 gastrointes -
tinal, que posibleme t e  sea una vZa & infecci6n menos eficiente. 
'I 
Como conclusi6n se puede decir que l a  mayor eficiencia de infeci- 
ci6n 30r vZa i .n. se lograria trabajando con l a  dosis d s  al ta  conte- 
nida en e l  menor volumen'posible. 
Por otra parte, se pens6 que si se !rabajaba con stocks de virus 
: ' . I  
' 7 .  . .; i .  
. 7 ,:.!,.-: 
FIGURA 14 
I 
GRAFICO COMPARATIVO DE LA SUSCEITTIBILIRAD A LA INFECCION DEL Calomys musailinus 
INOCULADO POR VIA I.N. CON DISTIWAS DOSIS DE VIRUS JUNIN 
30 - 60 90 - 150 
Dlas de edad a1 momento de l a  inoculaci6n 
que twieran menor cantidad de contaminantes proteicos y lipldicos que 
10s stocks obtenidos de cerebro de ratdn blanco y respetando l a s  con- 
I 1  
diciones recie'n enunciadas , se lograrf a me j orar l a  ef iciencia del pro 
I - 
ceso . 
Con este objeto se inocularon animales con 0,05 m l  de medio de 
kj cultivo conteniendo 100.000 DL de un stock de virus Junb  preparadr 50 
en celulas Vero. 
Los resultados de esta inoculaci6n fueron semejantes a 10s obte- 
nidos con e l  stock de cerebio de rat6n blanco, demostrando que e l  ma- .; 7 
te r ia l  acompaiiante en l a  suspensi6n de virus no interfiere en l a  adsor- - I  ;F-q 
ci6n del virus a las d l u l a s  del tracto respiratorio. 
4.2.3. DESCRIPCION DE LA ENFEIiMEDAD 
Los sintomas ~ l in icosde  l a  enfermedad fueron similares a 10s de- 
sarrollados por 10s animales neonatos infectados por via i.p.. 
Las primeras mnifestaciones se  registraron a par t i r  del dla 20 
p.i. ,  con cuadros de lateralizacien de l a  marcha y pbrdida d d  equi l l  
brio . 
Los sintomas .neurol6giws tuvieron dos m5xhios de incidencia, uno 
alrededor del dfa 25 P.i= y otro e l  dia 40'p.i.. 
Una diferencia observada en relaci6n con 10s resultados de Calo- 
neonatos inoculados por vla i .p . ,  fue que e l  poreentaje de animales 
que se recuperb de l a  enfennedad fue m y  bajo, menor a1 101, si bien - 
10s porcentajes de morbimortalidad fueron menores para 10s animales 
adul tos . 
Las muertes se produ jeron generalmenge ehtre el 2do y 4 to dfa de 
la aparici6n de 10s s'intomas neurolbgicos, aunque se han registrado 
algunos casos en cpe 10s animales sobrevivieron con slntcnnas eviden- 
I - ,  
algunos animales irdectad~s para 10s estudios de morbimortalidad de las 
seccidnes 4.2.1. y 4.2.2.. 
I 4.2.4.1. STUDIOS ANAT~PATOLOGICOS I Los estudios wrfol6gicos mostaron a partir del dla 7 p.i. una mar - 
cada meningoencefalitis, caracterizada por infiltrados mononucleares 
I entre las neuronas y alrededor de 10s vasos sanguineos, con ocasiona- 
- 
les fireas de necrosis de la sustancia gris o blanca. . 
tes de enfermedad por m5s de tres meses. 1 4.2.4. PATOGENESIS DE LA INFECCION I 
.\ 
La inf eccidn pdr via i . n. a dif erencia con la vla i .p . , no presen 
; t6 diferencias clkicas tan evidentes, que pnnitieran dividirlr tempo 
I ralmente en fase aguda y persistente. La aparicidn de sbtomas de en- - - 
I fermedad estwo restringida a un pequefio perXod.0 de ti-, por lo que la etapa aguda en algunos animales fue coincidente con la persistente 
I I en otros. I 
Las caracterlstiicas virolBgicas , morfol6gicas, inmunohis toquimicas , 
y serol6gicas de es(a infecci6n se determinaron sobre un gnqh de 26 
I 
animales inoculados con 100.000 DL por via i .n. . A distintos t i q s  50 
p.i..(1, 4, 7, 11, 15, 20, 25, 27, 29, 32, 48, 112, ~326dlasp.i.)~ 
I .dos ankles infecddos y un contml sano se sacrificaron para estos , . 
estudios . 
I Se realizaron algunos estudios viroliigicos complanentarios sobre 
.- 
r 
& ?  1 If - 1  r .  1 
- I 1  - , [;. 
morfol6gicas . 
La correlacid <de estos datos, con 10s resultados de 10s d d s  es- P 
tudios realizados se muestran en ia tabla 7, y se analizan en la sec- 
ci6n 4.2.5. 
4 . 2 . 4 . 2 .  DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOFLUORESCENCIA 
Los estudios de irmnanof luorescencia mostraron determinantes antS 
g6nicos de virus Junk en el cito~lasma neuronal y en 10s vasos sangui 
lieos del cerebro. 
- - 
1 
Los estudios de 10s restantes drganos fueron rutinariamente nega- 
& I -  
-I 
tivos . 
Dado que en la infeccidn por vla i.p. se habfa determinado por in- 
munofluorescencia la presencia de antigenos virales en bazo, se decidi6 . h 
ampliar el estudio innmohistoquimico a 10s bazos de 10s animales so- 
brevivientes del estudio de morbimortalidad. Sobre i7 muestras estudia- $4 
das silamente se encontr6 un bazo positive, lo que signific6 una inci- 3 
dencia menor del 3  %. 
4 . 2 . 4 . 3 .  AISLAMIENTOS DE VIRUS I" 
Las intentos de recuperar virus a partir de drganos de Calamys in- 
lrn - 
fectados por vla i.n., sdlarnente tuvieron hito cuando se ensayaron en I 
- - 1 3  
cerebro . 
Los tltulos virales obtenidos fueron menores que 10s alcanzados 
en la infeccidn por vXa i.p. La diferencia observada fue entre uno y dos . I  y J: - 
3  4  logaritms, obtenigndose valores entre 10 y 10 DLSO / ml. Los datos 
- 
- 
n 4 obtenidos se resumen en la tabla 7.. I ,  tF"-? I - 
4 4  r-2B 
Los resultados indican que lar iesiones en cerebro son coinciden- 
tes con la presencia de virus infeccioso, pudiendo aislar virus a par- 
. . 
tir del d?a 4to y hasta.el dfa 326 pi. en que se tom6 la iiltima mues- 
tra . 
Los intentos de aislar virus a partir de sangre generalmente no 
twieron 6xito y 10s pocos aislamientos positives se lograron a partir a 
del dfa 25 p.i. y hasta el 38 p.i.. 
As? mismo 10s aislamientos virales de glMulas salivales fueron 
negativos en 16 muestras de 1 7 aklizadas. 
4.2.4.4. SEROLOGIA 
La infecci6n de 10s animales adultos por vfa.i.n. fue siesnpre e- 
xitosa, dado y e  despu6s del dla 11 p.i. todos 10s cricetidos Dresen- 
taron anticuerpos neutralizantes especlf icos en sus sueros , a pesar 
que solamente el 30% de 10s casos estudiados presentaron virus en cerp- 
bro. ' 
4,. 2.5 ~NCLUSIONES PARCIALES 
Los datos presentados sugieren que la inoculaci6n de adultos por 
vXa i.n. puede conducir a un estado de infecci6n persistente, de acuer I - 
I 
do con 10s datos obtenidos de 10s animales sacrificados a 10s 112 y 
I 326 dias p. i. (tabla 7) . 
Con el objeto de ampliar estos resultados se infectaron por vla 
i.n. 13 animales mayores de 60 dias de edad, que fueron sacrificados I c, 
- 
en su totalidad a lo 

'd 1.. -. - . 
I 111 -q ..I-TY 
- I i -  ., 1 1  
I I 
En cinco de dstos anhales irus en cerebro, en tltu 
2 4 10s de 10 a 10 DLSO/ml, coincidentemente con la observacidn de me- I 
ningoencefalitis. 1 I . 
Estos resultados confinnan que la infeccidn del C. musculinus 
adulto p r  vfa i.n. induce una infkcibn persistente. 
El resto de 10s cricetidos inoculados clarified el virus, pro 
anticuerpos neutdizantes en tftulos mayores a 320. 
- *-a 
a1 igual que 10s animales persistentemente infectados, desarrollaron . -- 
--c C : ! $ !% 
. 
. - 
,- .-<- . 
Los estudios de susceptibilidad del Calmys musculinus adulto ail - >p 
la infeccidn con virus Junln por vla i.n. detenninaron que a1 a w n - . ,  
I 
tar la edad del cricetido a1 momento de la infecci6n se obteniar e- P! .  
nores lndices de morbimortalidad (tabla 6). As5 mismo cuando la varia 
ble fue la cantidad de virus inoculada se observd que si se disminuh 
. . 
1 0 veces la dosis , 10s porcentajes de .enfermedad y muerte lo hacian 
' : , 
entre un 15 y un 20 % respecto de la dosis m5s alta (figura 14). B R - ~ I  
I 1 
Con el objeto de determinar la importancia de estas dos varia6fes , 
I I  '. 
sobre la respuesta de tip persistente, se analizaron en la tabla 8 ,. 
10s casos de persistencia viral en funci6n de la edad a1 momento de 
--, 8 ,  s 
la infeccih, as: como, de la dosis inoculada. " -. 
Si se observa la primera y tercer fila de la tabla, se puede con- I J 
cluir que la edad a1 momento de la infecci6n no tiene ninguna influen- 
cia sobre el tipo de respuesta, dado que 10s porcentajes de animales - 
persistentemente infectados son prscticamente iguales, atin cuando las 
incidencias de morbimortalidad entre ambos grups son diferentes. 
@ *
- 
7 
I ' J  - 
, , 
Si ahora se comparan las dos primeras filas y las dos iiltimas, se - j ,I 
puede observar una marcada tendencia en favor de la respuesta persisten_ 
te pa- la dosis, mayor .,. Aunaue se debe destacar que estos resultados 
, I 7 
no tienen un valor definitivo dada la diferente cantidad de animales 
que se utilizaron para una y otra dosis. Esto se debid a que se dis- 
ponia de mayor cantidad de cric6tidos inoculados con la dosis 16s al- 
ta, ya que 10s estudios sobre la v k  i.n. se plantearon bajo esas con- . , .  54-
-. L 
diciones , como fuera fundamentado en la seccicin 4 . 2 . 2 .  ; mient-4 
I I  
10s animales incohados con la dosis menor, eran 10s provenlenres ae 
uno de 10s estudios preliminares . 
TABLA 8 
a ,  INFLUENCIA DE LA ~ S I S  DE VIRUS JUNIN Y DE LA EDAD DEL c .~rmsculinus 
- + INOCULADO POR VIA I .N. SOBRE EL TIP0 DE RESPUESTA A LA INFECCION 
i 
EDAD AL b m  DOSIS# No ANIMALES ' AISLAMIENXI VIRAL** 
C .  7 DE LA INFECCION*, ESTUDIADOS POSITIVO NEGATIVO 
I 
- - 
'I 
1 0' 3 1 10 (32%) 21 ( 6 8 % )  _ I .  
- 
les que superaban 10s 60 dXas p.i. 
perpedan en la naturaleza a trav6s de la persistencia en sus S6spe: 
I 
des naturales, ya sea por transmisiBn vertical u horizontal. I ;' En el binomio C. msculinus-virus Junk, se ha demostrado que 
I hembras prefiadas, virhicas a1 momento del parto, dan a luz crlas li- 
r r bres de virus Junln. (76) 
I i Estos experimentos heron realizados sacrificando a distintos 
I tiempos post-parto, las crlas de Calonys madres que se presentaban in - 
~fectadas a1 momento del parto. Si las crlas erdn testeadas entre el 
I 4to y 20vo dia post-parto, no se encontraban vestigios virales; mien- 
9 s  que si las crks eran estudiadas d s  tarde, entre 24 y 52 dlas, 
las crlas que estaban en contacto con sus madres se presentaban in- 
fectadas.Los estudios viroldgicos realizados sobre estas madres indi -
caron eliminacibn de virus en saliva y en orina. La leche materna no 
h e  estudiada . (76) 
A d d s  en ese mismo trabajo, fue estudiada la transmisidn hori. 
zontal demostrando su existencia en animares en intimo contacto, am:- 
T e  el contagio por via area, orina, heces o por contacto a trav6s de 
. telas metslicas tambi6n ocurri6 per0 en menor grado. 
Los estudios realizados en el presente trabajo no pudieron demos- 
trar eliminacibn de virus por orina y solamente se eliminarlan peque- 
fias cantidades de virus por saliva, aunque en un porcentaje m y  bajo de 
la poblacibn infectada persistentemente. 
La escasa el 
sibles vias de transmisi6n dc' agente en el h6sped.. Pero el control 
diario de ias cricgtidos inoculados para 10s distintos estudios, per- 
I 
miti6 -determinar signos neurol6gitos en madres que amantaban cr las 
-. 
infectadas por via i.p.. Estas observaciones llevaron a realizar un 
estudio d s  profundo en hembras asX infectadas. 
Con este objeto, se estudiaron 7 C.musculinus hembras que aman- 
taban sus crias iqoculadas experimentalmente. Estos animales fur--n 
sacrificados a distintos tiempos post-parto y se practicaron ais~a-. 
mientos virales a partir de cerebros. 
Los resultados se muestran en la tabla 9, y se observa que 3 de 
las 7 mestras estudiadas presentaron aislamiento positivo 
Se consider6 la posibilidad de que la ingesti6n de restos de cad5 -
veres de crias muertas por el virus pudiera ser la causa de la infec. 
ci6n. Sin embargo, no pldo correlacionarse 10s aislamientos positi- 
vos con madres que hubieran practicado canibalismo. 
Es tas observaciones llevaron a disefiar dos experimentos des tina 
dos a comprobar el modo de transmisi6n del virus.(secciones 4.3;1 9.4.3.2) 
34.3.1 . INFECCION DE C .mSculinus AWLTO POR CONTACT0 CON CRIAS INFECTW y-. kM El objetivo he este experiment0 era estudiar la infeccibn cr6ni- 7 I 
. - 
' k  ca en C.musculinu$ infectados por vlas naturales, y sus diferencias 
r ;  
con la infecci6n experimental. 
Bashdose en 10s resultados : ; detallados en la tabla 9, se decidi6 
1 
estudiar hembras adultas - que amantaban crlas inoculadas experimental- 
mente . 
INWULADOS CON VIRUS JUNIN 
L '  I I 
L 
MADRE ' TIEMPO SACRIFICIO SINMMAS DE CANIBALISIO AISLAMIENTO 
No POST- PARTO* INFECC ION DE VIRUS 
1 31 . no si I$!--P 1 + 
:--3 A:, 
2 37 si - ..-I - no 
3 48 no si 
41 4 no no 
2, -iy 
8 -4 
5 60 s i no 
6 6 2 no no 
7 9 7 no no 
t 
n.IpLCmI .'T ! 1 ?I I ,q --  
I I I _  
4 I 
,q ,, : : F$/! 
J I  2 
-7. 
I ' 
e tomaron : c h s  de crfas de C. musculinus con 
sus respectivas madres. Las crias- fueron inoculadas con 
I via i .p. Los animales fueron observados durante 23 dias 
diariamente shtomas de enferndad o muerte. Luego de este period0 de . J -  
observacien las crias fueron des te tadas .~  utilizadas para los-diferen- . 
- ,  
tes experimentos de l a  secciiin 4.1. I - q  '4 
Las madres fueron colocadas en jaulas individuales y a 
tiempos grupos de por lo  menos tres a n k l e s  fueron sacr if ic  
exanguinaci6n por pmcien del plexo venoso retroorbitario. En cada p- - 
po se practice una autopsia detallada, obteniendose muestras de cere- i....C 
* :  
bro, gl5ndulas salivales, bazo, 'riAon,qmna y ovario, 10s que fuemn . ? n e e -  = 
-..-?.. 
procesados para estudios anatamopatol6gicos, virol6gicos, inmnohisto- -. : 
qulmicos y serol6gicos. . ,  
. :..-• 
I 
Los tiempos de sacrificios fueron entre 30 y 481 dias post-contac- . . --. 
. - .  
I 
-.  .. L 
to  (p .c . ) , tomando cano ti- cero e l  dia de inoculaci6n de las  crias .! : 
Los resultados de este exp&imento se reseiiarhjuntamente con 
10s del experimento de l a  secciiin 4.3 .2 .  
4 .3 .2 .  
1NFEcI"ADOS 
Este experimento se plante6 de forma que C.msculinus hembras pre- 
iiadas estuvieran persistentemente infectadas en e l  momento de l a  pari- 1 
ci6n, con e l  objeto de establecer si bajo estas condiciones las  a l a s  
r e c i h  nacidas o en estado fetal  estaban infectadas con virus Junin. 
Este experhento - planteaba un  grad^ de incertidumbre debido a quej , 
no se sabrla cuales de las hembras prefiadas.estaban persistentemente 
infectadas hasta despu6s del sacrificio de las misnas, o sea, cuando 
se pudiera practicar 10s aislamientos virol6gicos correspondientes. 
Esto era debido a que no se disponia de ningQ metodo no tradtico 
para imrestigar la presencia de virus en 10s animales, dado qye la 
eliminaci6n de virus por saliva o la existencia de viremias fugaces , 
que permitirian aislamientos viroldgicos no tradticos, se presen- 
tan en im bajo porcentaje de 10s animales cr6nicamente infecta i. 
En consecuencia, 8 Calbnys madres sanas fueron expestas a1 
rus bajo las mismas condiciones del experiment0 anterior, luego del 
destete de las crias (23 dias post-parto), fueron apareadas conmachos 
sanos de aproximadamente la misma edad (entre 60 y 90 dias de edad). 
Cuando se observaron signos inequivocos de preiiez, 4 de las hwbras . 
fueron sacrificadas, dejando las restantes hasta 24 hs despds del 
parm momento en que tambien fueron sacrificadas junto con sus crias. 
En ambos casos 10s animales fueron sangrados a blanco y de todas 
las hhembras se guardaron muestras de cerebro, glhdulas salivales, ba - 
zo, ovario y placenta, las que fuemn procesadas para estudios anatoz 
- 
I 
. mopatol6gicos, inmunohis toquimicos , virol6gicos y serol6gicos. &to* 
'r 
+i : mismos estudios W r o n  realizados en muestras de fetos o crias. 
Los resultados de estos experimentos serh detallados a continua- 
ci6n juntamente con 10s de la secci6n 4.3.1 .  
4 .3 .3 .  RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE LAS SECCIONES 4.3.1 y 4.3.2.  
4 .3 .3 .1 .  REGISTRO DE MORBMRTALIDAD 
VP"r" I 
- 
I 
I i v I  
Sobre 52 Calmys madres estudiadas, solamente 4  presentaron sin- 
k '  tomas neuroldgicos y 3  de ellas murieron. La autopsia revel6 presen- 
cia de antxgenos-de irirus Junw -s en G rwz sus cerebros. 
- 
- +  *, 4 .3 .3 .2 .  ESTUDIOS ANATOF10PATOLOGICOS 
s:j - L  ., I ' i -  
Los pstudios anatomopatol6gicos demostraron alteraciones en ce- 
rebro y bazo solamente. 
En 10s cerebros se observaron lesiones leves,consistentes en in- 1 a 
filtrados mononucleares perivasculares y discretas meningitis. Camo 
se puede ver en .la tabla 1 0, estas alteraciones se presentaron ell 10s 
animales sacrificados una semana despu6s de practicado el • destet o 
sea 30 dIas p.c. y hasta 10s 481 .dias p.c. en que se tom6 la Clltima 
mestra . 
El bazo por su parte mostr6 un notorio aumento de -0, llegan- 
- do en algunos casos a duplicar el trrmaio normal. Los estudios con mi- 
croscopia de luz pemiitieron observar @e las esplenanegalias, se de- 
b'lan a una marcada hiperplasia linfgtica a expensas de la proliferaciun 
de inmunoblastos en 10s centros germinativos de la pulpa blanca. Es- 
k tas lesiones tuvieron menor incidencia que las detectadas en cerebro 
7 
I 
I 
(tabla 10) . &. J '  1 
El resto de 10s drganos estudiados,. as$ c m ,  10s fetos o crfas 
I I 
I -  -,I recik .nacidas no mostraron alteraciones mor foldgicas . 
F -  .-  
4 . 3 . 3 . 3 .  DETECCION DE ANTIGENOS VIRAL= POR INWNO~UORESCENCIA 'I ' I  
La tecnica de innmof luorescencia pemiti6 detectar anti genes de 
virus J u n k  en neuronas, - vasos sanguks encefslicos y en escasas cg- 
m".q-p c- I  r; L 
5 1 ~  I I  I 
I .  
I .* 
'i? , 
i f  - 
RESUMEN DE LOS ESTUDIOS MORFOLOGIOS E INWNOHISTOQUD4ICOS REALIZADOS EN . 
MADRES IIE CRIAS 1-AS CON VIRUS JUNIN POR VIA i.p. 
I  b 
T B P O  DE DAW ESPLENO- IF# IF DAN0 0 IF 
- 
SACRIFICIO* ENCEFALICO ?EGALIA EN CEREBRO EN BAZO EN OVARIO 
30- 59 2/ 6 2/11 2/ 6 2/11 O/11 
60- 89 21 7 1 1  5 21 7 1 1  5 U I  s 
1 ,  90-119 I/ 1 21 3 I 
1 '  
120-149 3/19 2/19 3/19 0/151 ' 
.I+ 
I 
1 50- 21 0 21 6 31  6 2/ 6 31  6 0 1 2  
, - ; t  
481 21 5 2/ 5 21 5 2/ 5 nh 9 :  ... 
r % '  
, 
( LUI'AL 12/46 12/47 12/46 12/47 0/31 
5.: 
*: expresado en dlas post-inoculaci6n de las crlas que eran amammta por 
I  
10s anhales sacrificados I 
#: inmunofluorescencia; nh: mestra no estudiada . . 
m y r  I- 
. .  . 
I I I  I 
I I  
I 
. I 
I  I lulas de bazo de aspect0 estrellado. I - - 
La deteccidn de ixnnunofluorescencia positiva en dichos drganos 
se vio correlacionada con la existencia de alteraciones morfoldgicas . 
en 10s mismos (tabla 10) . 
El resto de 10s 6rganos estudiados no mostraron fluorescencia. 
1% 
El estudio de 10s cortes de 6rganos de fetos o crias recign na- 
8 .  - 
cidas arroj6 resultados negativos. 
- 8 
.3  4. AISLA?YIENlU DE VIRUS , - C '- --d :* - 5; -4 .> 1 -; I -1 ,?E -3- 
Las mestras de cerebros de hdras que habian presentaao les18;; M I ,
- 
1 
nes e ~ofluorescencia positivas, fueron tituladas en rat6n blanco. 1- TF-' a
Es.tos intentos de aislamiento heron en todos 10s casos exitosos y 10s 
2 5 tztulos obtenidos oscilaron entre 2,4 x 10 y 4,8 x 10 DL~~/III~. 
Los estudios virol6gicos realizados en sangre y otros 6rg 
cluyendo 10s . bazos que presentaron f luorescencia positiva fueron nega 
recign nacidas fueron rutinariamente negativas. 
tivos . Asi mismo 10s aislamientos a partir de 6rganos de fetos y crias 
SEWLOGIA 
\ 
La pesquisa de anticuerpos neutralizantes permiti6 observar que 
alrededor del 70% de 10s anhales presentaban tztulos de anticuerpos 
variables desde 40 a 720. 
mNcLUSIONES PAX IALES 
En la tabla 11 se resumen algunos de 10s datos hallados en estos , 
experimentos, pudiendo clasificarse las diferentes respuestas 
grandes grupos. 
- I -- - 
1; . 
11 I . I I 
- 
. . 1 
' I I  ,. 
Grupo 1:  En este grupo se observa una estrecha correlacidn entre - 
-. 
- --- I 
l a  presencia de lesiones histopatol6gicas y aislamiento de virus en enc6- - 1 1  I 
falo, de t a l  manera que aquellos animales que tenian meningitis y vascu- 
litis, tenlan determinantes antighicos y virus infeccioso en endfalo.  
Dentro de este grupo podemos diferenciar a su vez, entre aquellos cric6- 
tidos que adeds de tener sus cerebros infectados presentaron o no deter- 1 .  
' :;Bu 
minantes antiggnicos en bazo : Grupo 1 .1 - y Grupo 1 .2 . A M s  todos estos 
I - 
a n k l e s  presentaron altos t l tulos de anticuerpos neutralizantes. -, FL 
.; 1'- , 
Grupo 2 : Este grupo, constituido por un menor nihero de an& is 
% 
incluye a 10s cric6t idos que presentaron exclusivamente determinant - =&  s, an t i  ' , 
- . > < '  b 
C l  
g6nicos de virus J u n k  en bazo. Sin embargo, fue imposible r e  
- rus infeccioso de alguno de estos brganos. 
A l  igual que 10s cricgtidos del grupo 1 10s animales de este gru- 
,, 
, ,- ,;';po tenian altos niveles de anticuerpos neutralizantes. 
I.' Grupo 3: Incluye a aquellos aninales que deinostraron 
ta illmune Inanoral contra e l  virus Junh,  s in  presentar n ingh vestigio de I 
- 
I f '  Ip - L - ! 1 virus o lesibn en sus organisms. 
r 
- 
r 
Grupo 4: Este iiltimo grupo involucra a aquellos cric6tidos que no 
, I 
I . tomaron contact0 con e l  virus Junin, o si 10s hicieron no presentaban ant i  -
cuerpos especlf icos o secuelas pmducidas por el virus Junfn. 
. - 1  
Los resultados obtenidos penniten concluir que e l  contacto entre 
hembras sanas con animales inoculados experimentalmente puede llevar a un 
estxdo de M k c i 6 n  persistente. Si bien se puede suponer que e l  contagio 
LESION 
+ + + + 
I AISLAMIENl-0 VIRAL + + DE CEREJ3RO 
LESION 
I I + + I I + + EN BAZO 
I IMJNOFLUORESCENCI A + + EN BAZO I 
AISLAiVIENl-0 VIRAL 
1 I I I I I I I DE BAZO . 
teriales contaminados, se desconoce si las crlas lactantes eliminan 
virus por alguna via, dado que ha sido imposible deteminarlo debido 
a las dificultades tknicas derivadas del pequefio tamafio de estos a- 
nimales . 
Las posibles vlas de contaminaci6n materna incluirlan: I 
.- contact0 con virus eliminado por vlas naturales (sa 
'1 
.- ingestibn de caaveres de crlas muertas por el virus 
.- absorcibn de parte del in6culo viral inyectado en las crlas al 
limpiar con la lengua las crfas recign inomladas. 
Este tip de infecci6n natural; provocarla una infecci6n c 
nor morbimortalidad que la presentada por cualquiera de las tres vlas 
descriptas anteriormente, rnientras que 10s estudios anatonapatol6gico 
y viroldgicos demuestran patrones similares de infeccitjn, remarcando- 
- ' -I. se una mayor incidencia de imunofluorescencia positivas en 
'cidentemente con la presencia de esplenamegalia. 
Sin embargo, fue llamativo que no se pudiera aislar vi 
so de dichos brganos, por lo cual no se podrla considerar el b&o c 
. un drgano reservorio de virus. 
Los estudios reatizados en la seccibn 4.3.2., denostraron que so- 
I 
bre 8 madres apareadas, solamente 2 estaban persistentemente infectadas 
a1 momento de su sacrificio, o sea, durante la gestaci6n o 24 hs des- 
put% de producido el prto. 
Ambas madres presentaron virus en cerebro y perteneclan a1 grupo 
de hembras que se sacrificaron 24 hs desp6s del parto. 
Los estudios 
I , .  I 
- "  
I d  las mi-smas no estaban infectadas. 
Por otro lado en la tabla 10 se mestran 10s resultados de 10s 
estudios de fluorescencia y microscola de luz realizados en ovarios 
de 31 C musculinus madres, muchas de las cuales estaban crdnicamente 
infectadas a1 momento del sacrificio, y en todos 10s casos se obtwier I. - 
! 1 d- . .a 1 
. 
- * 
f r  
m n  resultados negativos. .,J- 
.-. - -.' 
kb Las conclusiones de estos' experimentos penniten presumir que si 
existe transmisidn vertical, esta &be ocurrir al& tiempo despu6s 
del nacimiento, posiblemente por contact0 con secreciones maternas I .;J in 
fectadas. ExistirZa un perfodo refractario a la infeccidn, durant;' la 
etapa lactante, dado que es muy probable que en la leche se transfie- 
ran anticuerpos contra el virus. . 
Esta posibilidad de proteccidn pasiva de las crzas hrante el: 
. ,  
period0 lactante, se apoya en 10s estudios realizados por Sabattini y gg 
col (76), en 10s que solamente se lograba aislar virus de C.mscu1i.n~~ 
neonatos que superaban dicho prlodo . 
4.4. FACTORES QUE DJTERVIENEN EN EL ESTBBLECIMIENTO Y/O MANI'ENIMIEN'l'o DE LA 
INFECCION PERSI- DEL Calomys musculinus CON VIRUS JUNIN 
Fundamentalmente, se ha responsabilizado a la generacidn de mutan-.. 
tes virales tennosensibles (ts), antiggnicas u otras de rnenor virulen- i C  -- 
cia, ccno posibles causas de1:estableciniento de infecciones persisten - .  , - 
tes, o alternativamente a la sktesis de partlculas defectivas interfe- I 
, 
I 1  - 
rentes o interferdn. -. 
I .  J : 
I 1  
La mayorla de estas conclusiones se han obtenido- en sistemas in- I 
- 
vitro , y posteriormente han sido homolagadas a 10s sisitemas in  vivo 
. ' - 
I 
aunque poco se ha hecho con estos tiltimos. 
En relaci6n con e l  virus Junln, se  sabe que una de sus principaJ-es 
caracterist ick es l a  de establecer persistencia tanto in-vivo cano - in- 
vitro. Dada su capacidad de infectar m a  amplia variedad de hug IS 
experimentales ( rat6n, cobayo, hamster, ra ta  y primatesj, con d 
$os grados de patogenicidad para cada uno de ellos, segih l a  c q -  
virus utilizada y l a  edad del animal en e l  mamento de l a  infecci6n 
se han logrado importantes avances en e l  conocimiento de 10s tips 
infecci6n y fisiopatologXa de l a  enfermedad, aunque es poco lo  que s 
sabe acerca de 10s mecanismos utilizados por e l  virus para persist ir  
en sus huespedes. 
Todos 10s conocimientos que se  tienen acerca de estos mecanismos 
se deben a 10s trabajos in-vitro, en c6lulas Vero o BHKZ1. Las carac- 
terzsticas principales de 10s cultivos celulares persistentemente in- 
fectados son: 
- MorfologFa y caracteristicas citogeneticas similares, a - 1os7 , - . .  de . 
- P 
cultivos sanos. (13) 
- Solamente entre e l  0,l y e l  1 % de l a s  celulas son productoras 
de virus. (1 3) 
- La producci6n viral  es ciclica durante 10s primeros estadios 
. -,. 
- .  
de l a  infecci6n, posteriormente l a  producci6n de viriones es esporii- :# 
dica o nula. (7) 
- Las particulas virales que se producen durante e l  perlodo per- 
sistente, han mostrado modificaciones en temosensibilidad o tennola- 
bilidad. (1 3) -. .: 
E l  lislamie~lto de mutantes ts implica la existencia de un fenbe- 
no de\seleccidn natural en l a  poblac,i6n v i ra l  en favor de estas mutan- 
tes . 
-0tras caracteris t ica de ' 10s cultivos persis tentemente . infectados 
es la  produccidn de particulas PI. (21 , 2 3) 
Todo estos hallazgos permiten afirmar que l a  infeccidn persisten- 
t e  es un fen6meno complejo en e l  que intervienen diversos factores, 
sin poder determinar 10s grados de importancia de cada urn de ellos. 
Por otro lado, e l  equilibrio de 10s factores intervinientes parecerla 
estar regulado por factores celulares, dado que si se al tera  e l  esta- 
do fisioldgico celular se producen modificaciones en dicho equilibrio. 
Si  bien e l  d l i s i s  de 10s . factores.. . involucrados en l a  persi5- 
tencia in vitro puede arrojar pautas sobre e l  mecanismo de l a  persis- 
tencia in  vivo, aunque l a  complej idad de un organism ~ i v o .  y la prey 
sencia del sistema inmune complican la interpolaci6n de 10s resultados. 
Resulta entonces ideal, aunque ccrmplejo, estkblecer modelos experi 
mentales in  vivo que ayuden a compremder mejor l a  infecci6n natural. - , 
- 4  
- L #  
En un sistana virus-hugsped se puede focalizar l a  investigacidn en , - : 
I l1 
e l  ro l  del hugsped o en las modificaciones que sufre e l  pargsito dentro 
- 
del mismo . 
En esta seccidn se analizarb las alteraciones que sufre el virus 
durante la infecci6n persistente, con el objeto de explicar o esclare- 
cer el mecanismo de la persistencia. 
4.4.1. FBKWNO DE INTERFERENCIA LAS POBLACIONES VIRA;LES AISLADAS DE CERE* 
BROS DE C. musculinus CRONI- INFE(;TADOS 
Como se mencion6 anterionnente, 10s aislamientos virales se reali- 
zaron in&ulando macerados a1 10% @/v) de 10s 6 r g ~ s  a estudiar, por 
vla i .c. en rat6n lactante. Cuando se efectuaban las titulaciones de 
materiales provenientes de cerebros que hablan presentado aislamiento 
positivo, se observ6 que no siempre habia una relaci6n lbeal dosis - 
respues ta . 
Este fenheno se puede observar en la '  figura 15, donde se han gra- 
ficado 10s porcentajes de mortalidad acumulativas de 10s ratones inol. ..- 
tulados con las distihtas diluciones . de las .mestras ' a titular ,en .fun- 
ci6n del tiempo p.i.. En todos 10s casos graficados < la mortalidad fue 
mcho mayor para last diluciones ,I: 100 que la presentada por las dilu- 
ciones 1:10. Este comportmiento fue m y  marcado en la muestra 17C, 
-;I 
para la cual se obtuvo nbs de un 60 % de mortalidad en la diluci6n 
1:100, mientras que el dilucidn menor no se registr6 mortalidad. 
sirrmltiheamente se registraron otros resultados llamativos, como ,- 
era la ausencia de placas en cultivos infectados con-nuestras de cere- 
bros que habian presentado aislamiento positivo en rat6n. 

- Coma ejemplo se puede citar la mestra 17C, cuyo tjitulo viral si bien 
- [ - - - ;  
no pudo ser calculado por el mRtodo de Reed y Wench por 10s problemas " 
; - 1  L;. 
mencionados en el pgrrafo anterior, se puede suponer que estarjia alre- 
4 dedor de 10 DLSO/m1. Pero cuando se intent6 calcularlo en cultivo de 
- -. 
tej idos, por el m6todo de unidades fonnadoras de placas., no' se obtwier 
- 
ran placas en ninguna de las diluciones ensayadas. 
. . Este fenheno se repiti6 en un nGmero importante de muestras, y 
sus caracteristicas eran similares a las descriptas para otros siste- 
mas virales , y que se denomina autointerferencia . 
El fenheno de autointerferencia ha sido asociado a la 
de partjiculas PI en las poblaciones virdes . 
Con el objeto de comprobar si efectivamente 10s resultados obteniJ d 
dos eran debidos a la presencia be particulas PI, se realizaron ensayos 
de interferencia viral con algunas de las muestras de cerebro en cues 
tibn. Los materiales seleccionados correspondieron a 10s ankles 17C 
y 29. Siguiendo el procedimiento detallado en materiales y m6todos'se ,- 
obtwieron 10s resultados presentados en la tabla 12. 
3 4. r .-. . 
Como se puede observar, 10s materiales escogidos no produjeron p 
cas per se, mientras.que en las monocapas pret~tadas con estos materia- 
les y luego superinfectadas con virus estsndar, se observd una didnu- '. A:, 1 1 
I I  
cibn en el nthero de placas respecto de las obtenidas en el control de :T 1 
virus sin pretratamiento. La muestra correspondiente a1 Calomys 17C pro-A 
dujo un 52 %. de inhibici6n, mientras qpe el material del Calanys 29 % - - - - 
I 
so inhibicidn total en la - produccibn de placas. 
L 
- ' r  ENSAYOS DE 1-LA CON POBLACIONES VIRALES OBTENIRAS DE CEREBROS DE ' - 
I I  
- 
L - 
MATERIAL INOCUWUX) No DE PLACAS* % DE INHIBICION 
.,I '-2y.7x 
Control de virus est&dar** + 1 - .  
- 
r ., 5.:, ', 
virus medio de cultivo 60 I ~ - 5  . - .- 
_I 
- ,. !L 1' 
cerebro Cal. 17C# + ;.' -$! 
' - t  , 
medio de cultivo - - 
Calomys 17C 
cerebro Cal. 17C# + 
virus estibdar 2 9 52 
cerebro Cal. 29# + 
medio de cultivo 
Calomys 29 
cerebro Cal. 29#.+ 
virus es-r 0 100 
1 I 
c- - 
*: E l  niimero de placas es e l  promedio de dos experiencias. 
**: E l  stock de virus J u n h  es thdar  f i e  obtenido en c6lulas Vero, con un . 
6 t i tu lo  de 3 x 10 UFP/ml y se ut i l iz6 en diluci6n 1:10.000. 
#: Los materiales de Calomys fueron utilizados en diluci6n 1:10 
Este experinento permitid esmblecer fonnalmente l a  existencia de 
un fenheno de interferencia, p r o  no aport6 datos acerca de 10s facto 
- 
res que mediaban dicho fenheno. . 
Los antecedentes de infecciones persistentes con virus Junin in- 
-
vitro sugelian urn0 posible causa de l a  interferencia a l a s  particulas . ,7 
-
-4 PI, per0 r ? ~  se podia descartar que estuviera mediado por otro tipo de  
partIcula viral ,  como por ejemplo variantes de creciniento lento o de- 
liido a l a  presencia de al* virus adventicio en e l  cerebro del Ulonrys. 
En consecuencia, se busc6 alguna metodologia selectiva que pemi- 
I 
t iera discernir entre estas posibilidades. Dado que se  sabia que las  
I particulas PI de virus Junk son resistentes a l a  irradiacidn con luz W (22), mientras que las  variantes de crecimiento lento a s i  como 10s 
d. I 
virus advent icios pos iblemente necesitarian su genana inlacio para e- 7 
- 1  
- 
jercer su actibn interferente, se decidi6.realizar un experimento simi- - 
.m 4 
- a '  la r  a1 anterior, per0 irradiando con luz W previamente 10s materiales 
. + 
a ensayar. Este procedimiento eliminarfa las  dos Gltimas alternativas. 
- 11 For otra parte, 10s. elevados porcentajes de interferencia' que pre A 
sentaban algunas de las muestras ensayadas, por e j  emplo l a  muestra del 
Calomys 29, llevb a pensar que e l  fen6meno de interferencia era dema- f .  - . , d-. 
siado importante para ser causado solamente por particulas PI. En con- 
secuencia se decidi6 realizar un control con cerebro normal, con e l  
I objeto de descartar a l g h  factor inespeclfico. 
Para.la:sealizaci6n del experimento se eligieron 5 westras-de ce -
rebro que presentaban fenheno de autointerferencia (Caloinys 22, 29, 
30, 33 y 41 ). De cada material se  * tomamn dos 2alicuota.s, *m de las  cua- 
I 
I les  se irradiado durante 6 min. ~osteriormerke , se  realize un ensayo de ' I - ?  I :c, 
- 3 interferencia con ambas allcuotas, sigubmdo el protocolo descripto en , - 
I I l a  seccidn 3.13. 
- 4 'i-: Los resultados se resumen en l a  tabla 13, donde se puede observar 
- 
L '  
que todas las  muestras de cerebro, ensayadas, inclusive l a  provenienter,~= , 
-A; 
de C.muwulinus normal, estwieran o no irradiadas, inhibieron aproxi-' 
. . 
madamente e l  100 % de las placas del virus es thdar .  
En consecuencia estos resultados no permitieron concluir 
ca de l a s  particulas PI, pero apoyaron l a  presuncien de l a  existencia 
de otro factor interferentei dado que e l  cerebro normal inhibi6 en - 
mima proporcien que e l  resto de 10s materiales y sblamente s e  podraw 4i 
descartar que l a  interferencia fuera debida a l a  replicacidn 
al@ agente viral .  
La existenciade un factor(es) interferentes en 10s cerebros de 
10s C.musculinus n o d e s ,  camplicaba 10s intentos de establecer l a  pre - 
sencia de particulas PI en las  poblaciones virales del cerebro y su po-. 
sible papel en l a  persistencia. 
En vista de estos resultados sgcpensd -que seria'posible- 
l a  presencia de particulas p~.utilizandwdos estrategiiis diferentes-. ' 
- - . - Diferenciar las actividades Anterferentes por sus mecanisnos de 
I .  - 
I 
acci6n. - 
I 
. - Separando fisicamente $as actividades +inter€ erentes . 
I -I k'r& 
- Se sabL que las partlculas PI ejercen su accidn dentro de l a  cB- 
lula. Por otra parte, 10s estudios realizados con otros factores inter- 
? , 
MATERIAL INOCULADO# No DE PLACAS* % DE INHIBICION 
. Control de v i m  esihdar  + 
virus medio de cultivo 58,3 0 
cerebra normal + 
medio de cultivo 090 - - 
Cerebro cerebro normal + 
normal virus esihdar  685 89 
cerebro nonnal irrad.+ 
virus estihdar 15,O 74 - i 
cerebro Cal 29 + 
medio de cultivo 090 - - I 
Cerebro cerebro Cal 29 + ; 
Calomys 29 virus esthdar  0 $0 100 
cerebro Cal 29 irrad.+ 
virus esthdar  0,o 1 00 
I 
cerebro Cal 30 + - 
medio de cultivo 090 -- - 
Cerebro cerebro Cal 30 + i2 - - Calmys 30 virus esthdar 4,s 
I 
cerebzo Cal 30 irrad.+ I 
virus esthdar  330 9 5 
I 
cerebro Cal 33 + 
medio de cultivo 0 90 
Cerebro cerebro Cal 33 + 
Calomys 33 virus esthdar  090 
cerebro Cal 33 irrad.+ - 
virus estihdar 090 100 
C 
MATERIAL I-# No DE PLAW* % DE INHIBICION 
cerebro Cal 22 + 
medio de cultivo 090 -- 
Cerebro cerebro Cal 22 + . s&& 
Calomys 22 virus esthdar  5,s 91 ' ~ ' 7 . ~  
3 -  A 
cerebro Cal 22 irrad.+ - 1  I-. 
89 virus estandar 695 
I 
cerebro Cal 41 + 
medio de cultivo - - 
Cerebro cerebro Cal 41 + 
Calomys 41 virus es thdar  090 100 
cerebro Cal 41 inad.+ 
virus esthdar  090 100 
-4 
#: Las muestras de cerebros se utilizaron en diluci6n:l:lO. E l  stock de ; I -  = I  r . 3  
virus JunZn es thdar  f i e  obtenido en celulas Vero, con un t f tulo de 
1 ,  
3 x 1 o6 UFP/ m l  y se u t i l i d  en diluci6n 1 : 10.000. 
*: Cada una de l a s  muestras se ensay6 por duplicado y e l  nhero  de placas 
es e l  pramedio de ambas experiencias. 
; i '  . I I 
. . I  
I - I i I 
I ferentes de origen celular, haczan suponer que l a  actividad. antiviral  
estuviera mediada por un b l q e o  de 10s receptores celulares, impidien -
I do l a  adsorci6n y en consecuencia l a  entrada del virus estaindar. 
En funci6n de este supuesto y sabiendo que las  partlculas PI a1 1, igual que las partfculas salvajes, se adsorben irreversiblanente luego 
I de un periodo de ti-, se podla suponer que si se dejaban adsorber 
I: $ , suspensiones de cerebros infectados (que tendrian partfculas PI y e l  
I 1. :,L~$; -; - factor celular) durante- hora, y luego se  lavaba l a  monocapa se I B'- ' I  lograria eliminar e l  factor interferente celular, cuando ya las partl- 
- - 
culas PI estuvieran adsorbidas, pudiendo de esta foma rea l i  
de interferencia especificos para partzculas PI. I, 
En consecuencia, se debia establecer en primer lugar si 
I . las  suspensiones de cerebro se eliminaba e l  factor c e l u l a r , ~  si luego 
I de adsorber dichas . suspensiones a monocapas celulares s e  podfa 
. remover e l  factor con lavados sucesivos. 
I Con este objeto, distintas diluciones de una suspensidn 
de Calomys normal se adsorbieron por duplicado durante 1 h a 
I .- nocapas de cdlulas Vero . Luego las monocapas heron  lavadas 0, 1 , 2 ,  , , , 3 veces con P S  y posteriormente fueron ,tadai con una diluci6n a 
propiada de virus es thdar  se& fue descripto. 
.* -.- 
I d 
. . 
La tabla 14 muestrq 10s resultados obtenidos con 10s distintos pro- . , -. 
- 
cedimientos, observandose que l a  actividad interferente disminuye a me-- +&- - 
dida que se diluye l a  suspensibn de cerebro, per0 afh e s s  presente en 
una diluci6n 1:100. A d d s  10s lavados previos a l a  infecci6n con virus 
es thdar  no eliminaron e l  factor interf erente . 
* 
I 
, . .  . . .  
. . 
v 
. \ ,. 
WACIDAD , INHIBITORLA 'DEL ' CEREBRD DEL C a l m  muscul inus NORMAL SOBRE LA 
. . 
I N F z C I ' N ~  DEL VIRUS JUNIN ' 1  . . 8 . . 
*. . 
. w 
J 
SUSPENSION DE CEREBRO 
control sin cerebro 
t 
Estos resul tados sugieren 
en la c6lula atin cuando se intente su eliminacidn con lavados exhauti- 
vos, siendo nds efectiva la dilqcidn I de las suspensiones de cerebro 
. 
q f  
para eliminar dicha actividad. 
. 
En consecuencia, se podria intentar diluir d s  de cien veces las 
muestras de cerebro con el objeto de hacer indetectable la actividad - 
- I .I 
interferente celular. Pero dado que en materiales virales enriquecidos 
experimentalmente en particulas PI, se obtienen concentraciones tales ,' 
* 
m-' que su actividad interferente no es detectable cuando son diluidas . 
-. 
d s  de 100 veces, es imposible utilizar dicha estrategia. 
A 
Se planted corn alternativa la posibilidad de separar la activi( 1 r 
interf erente celular ,de las particulas PI por centrifugqci6n dif eren-. : 
T 
cia1 . Se sabia que las partlculas PI no pueden ser separadas por esta d 
tbmica de 10s viriones. Adem5s Coto y col (9), demostraron que el vi- tr 
rus Junln obtenido de cerebro de rat6n blanco sediments con las 1 fraccio -
nes citopladticas (mitocondrial y microsanal), y que entre ambas frac F >  .: 
ciones retienen el 100% de la infectividad viral, mientras que en 1 
fl .id. fracci6n nuclear y soluble permanece menos del 1% de total de virus. . . W' 5 -  - 
Con la esperanza qe que la ktividad interferente celular 
tara en una sola de las fracciones citopldticas, o quedara en la frac 
ci6n soluble, se realiz6 el fraccionamiento subcelular de un homogenei za - 
do de cerebros de Calomys adultos cau, se describi6 en Materiales y @to - 
dos . 
Con cada una de las fracciones obtenidas se realizaron sendos ensa- 
- 
I ,: 
1, I 
yos de interferencia. Los r e  Ltsdos se  -mestran en l a  tabla : 15. 
Se observa que l a  actividad interferente celular, se  distribuye 
~ a s i  en su totalidad entre las fracciones mitocondrial y microsomal, 
presentando en conseaencia e l  mi- perf i l  de sedimentaci6n que e l  
virus Junk, l o  mal hace jlnpDsible l a  aseparaci6n mencionada por cen -
t~ifugacidn diferencial. 
La actividad interferente presente en rnIcleos y fraccidn sqluble 
3C 
es debida posiblemente a contaminaciones que se eliminarian con -ba 
mayor cantidad de ilavados. 
Si bien se habia fracasadp en e l  logro de uno de 10s objetivos 
propuestos, como era demostrar l a  participacien de las  p a r t i d a s  PI 
- 
en l a  infeccidn persistente, e l  hallazgo de l a  actividad interferen- 
t e  en e l  cerebro del Calomys musculinus normal, planted l a  posibili - * 
dad que esta actividad twiera  a l g h  ro l  en l a  patogenia de l a  enfer- 1 , 
medad. I 
I 
I 
4.4.2. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIIW) 1- PARA VIRUS JUNIN PRESENTE 
-. 
EN EL CEREBRO DEL Calomys msculinus - 1  J L..,:; = -4 
:q 1 - 
a Las investigaciones sobre inhibidores virales han damstrado que r - - I 
existen normalmente un +ro variable de inhibidores inespecificos 
para distintos virus en 10s fluidos corporales (suero, leche, calostro, 
saliva etc.), extractos de tejidos y tambien han sido descriptos en 
cultivos celulares . (4,3,77) 
* i-;! 
mchos de estos - inhibidores serfan producidos espont'anevnte , 
mientras que otros s e r k  detectados solamente despugs de aplicar a l -  
L 'I 3 
g h  e s t k l o  externo. 
TABLA 15 
DEL Calomys musculinus . . 
I 
b I 
FRACCION % DE INHIBICION DE DISTINTAS DILUCIONES DE LAS FRACCIONES SUB- 
* I SUBCELULAR RESPECTO DEL CONTROL * 1 
h 
1:lOO concentrada 1 :10 - d' 
- -- a 
- ---  - 
k 
I .  
dk !$ nticleos -
' i . . ,  TWI d - 2  
-. 
1 mi tocondrias . 
T; i - 1   I 
. '  . 
' .  . - - 1 ' 
. - I 1 
microsomas 4 - .  - 
- Zr-, 
'. - 
. -  
' .-- 
. 
- ,+ -- ; -- 
fracci6n soluble 0 --q 
J ' I 
I ' 
-- I  
hanogeneisado I '  
8 6 56 6 . I total . 
v 
I I - &  
*: Los resultados repredentan 10s porcentajes de inhibici6n en el h r o  de i* 
'.', 
placas obtenidas para cada dilucidn de las distintas fracciones, respecto de 
un control de virus esthda-r sblo, que origin6 85 placas. Cada resultado es 
el pranedio de dos rmestras procesadas sinultiheamente. 
I s I 
I -  ; 
I I 
I 
-- 
' . 
- A- A 
m- 
Los inhibidores tienen una variada c e s i c i d n  quhica y modos de 
acci6n. Algunos tienen actividad monoespecSfica, mientras que otros 
- 
1.: . '  tienen un q l i o  rango de accibn.(37) 
Con referencis a1 virus J h ,  existe un trabajo del aiio 1970 de 
Garay y Parndi, en e l  que se describe l a  presencia de un factor inhibi -
p:l dor del poder infectante del virus para Nlt ivos de c6lulas Yero, ob- 
. ' tenido de cerebros de ratones blancos adultos nonnales . 
Los autores propusieron como mecanimx, de acci6n, un retardamien- 
to en l a  velocidad de adsorcih del virus a l a  celula, amentando asi: 
l a  tasa de inactivaci6n t6rmica del virus en e l  sobrenadante. , , a ,  
E l  factor inhibidor tambign fue aislado de ratones reci6n nacidoy, 
per0 present6 menor actividad que e l  factor obtenido de ratones adultosr 
(1 41 
Finalmente 10s autores discuten un posible papel de este factor 
sobre e l  desarrollo de l a  resistencia a l a  encefalitis v i ra l  que pre- 
senta .el ratdn a d u l t ~  respecto del r a t h  l a c t a t e .  Postulan l a  proba- 
ble participaci6n del factor retardando l a  mltiplicaci6n v i ra l  e in- 
terfiriendo e l  pasaje del e s t h l o  ant igaico a l a  sangre* lo  cual r e  - I-- 
tardaria l a  respuesta inhnmol6gica, que como se sabe es l a  efectora f i .  -
I 
nal de l a  enfermeda$. 
I 
. . I  
Si ahora se analizan 10s t T W o s  virales obtenidos de:. cerebros de ~2 1 
I - -  
C.musculinus crdnicamente infectados, se observa que 10s niveles alcan -
8 ,, 
zados cuando 10s anhales son infectados neonatalnente son mucho m% al- - '  
tos que para animales adultos. _ . I  1 1  
Si se relacionan estos resultados con l a  actividad interferente 
mostrada por suspensiones de cerebro in  vi t ro,  se podria postular una 
posible correlacidn entre ambs factores. Asi mismo, extrapolando 10s 
resul tados de Garay y Parodi que . d m ~ s  traban UM mayor actividad inter -
ferente en 10s cerebros de 10s ratones adultos, se podria suponer que 
l a  actividad antiviral presente en e l  cerebro del Calomys estii ~ e l a -  
4- 
cionada con l a  madurez del animal. 8-1 .'+ 
Con e l  objeto de demostrar si exitia alguna relaci6n entre l a  e-, 
dad del animal y l a  actividad interferente, se sacrificaron animales .' y 
li i w  
' I ,  
normales de 1, 7, 21, 30, y 60 dias de edad y se cosecharon sus ce- , 1 
fl 
rebros . Poster iormente se  -homogeneizaron .cantidades iguales (1 gr ) de 
= P L '  
cerebro de cada grupo. - -  k .  
- n 
Las distintas mestras fueron fraccionadas por centrifugaci6n di- ; 
ferencial corn se describi6 en l a  secci6n 3.12. Se conservaron las  
- ' b  
rt;;;, fracciones mitocondrial y microsomal, en las que se ensay6 su activi.: , -  ' it pr 
d dad- interf erente . --H 
. I 
Los resultados se  mestran en l a  tabla 16, y se  observa qbe no 
existen diferencias significativas entre las  actividades interferente 
' - 3  
: ' F q  - 
4 = . de 10s materiales ensayados, sin0 gue por e l  contrario en l a  mayoria 
. ,.-;i .. de las diluciones utilizadas 10s porcentajes de interferencia obteni- 
. . -  dos con las  mestras de cerebros de anbnales de 1 dla: son compara- 
. b l e ~  con 10s de animales de 60 dlas. 
En consecuencia, l a  posible relacibn entre l a  actividad interfe- 
A~IVIDAD I ~ R F ~  EN FRACCIWES SUBCELULARES DE CEREBROS DE C . ~ U S C U ~ ~ ~ U S  
I 8 I 
N O ~ ~ S  DE DI TINTAS EDADES 1 
. 
EDAD DEL E DE INHIBICION DE DISTINTAS DILUCIONES DE LA FRACCION MITEONDRIAL 
ANIMAL RESPECXI DEL CONTROL * 
(dias) concentrada 1 :10 1:lOO 
1 7 6 60 6 
7 8 0 51 14 
21 83 4 1 0 a .  - 4 
1 I 
30 8 1 32 4 
60 7 7 53 0 4 
- - k:; - L9- a FRACCION MICROSOMAL 
- 
,. I - 
. 
. EDAD DEL % DE INHIBICION DE DISTINI'AS DILUCIONES DE LA FRACCICN MICRO= 
r 
PLNIMAL RESPECXI DEL CONTROL * 
I : 
(dias) concentrada 1 :10 1 :I00 
A] 
f 1 82 3 2 12 
7 68 2 0 
2 1 72 3 7 0 
- .  i 
0 1L 3 0 7 7 3 0 
60 93 59 10 
; 
*: Los resultados representan 10s' poicentajes de inhibici6n en el niimero de 
placas obtenidas para cada diluci6n de l a s  distintas fracciones, respecto de I I '  I - . ,  . I t  
un control de virus esthdar s610, que origin6 80 placas. 
1 . *  
1 podid6 zer establecida para Calo- rente y l a  madurez del animal no 
mys musculinus . 
- 
-- '1 
. b-'" 
Con e l  objeto de conocer algunas de las  propiedades bioldgicas del . 
factor (es) interferente (s) se disefiaron una serie de experimentos ! 
simples. 
,4.2.1. DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD ANTIVIRAL 
Se proM l a  especificidad antiviral de l a  actividad interferente 
de un homogeneizado de cerebro de Calomys adulto, mediante dos ensayos 
de interferencia, uno frente a virus Junln y otro frente a VSV. 
Los resultados de l a  tabla 17 muestran que l a  actividad interfe- 
rente no es especlfica para virus Junk, dado que l a  mima inhibid e l  
84% de las placas de VSV en su mayor concentraci6n. 
Por otro lado, cuando l a  suspensi6n de cerebro fue diluida 1 : 1 00, 
- I 
ya no se inhibi6 l a  producci6n de placas de VSU, por l o  cual se  podrfa 4-i I postular una af inidad diferente por 10s distintos virus. ! 
I . M W 
4.4.2.2. MECANISM0 DE ACCION 
D 
La actividad interferente presente en 10s cerebros de 10s Calomys, 
.. 
se descubrid casualmente a1 intentar demostrar l a  presencia de particu- 
las PI de virus Jufin. Dado que l o  que se intentaba probar era activi  - 
dad interferente de particulas virales, l a  metodologfa utilizada no 
contenplaba l a  posibilidad de inhibici6n v i ra l  in-vitro, sino por e l  
DE'I'ERMINRCION DE LA ESPECIFICIDAD ANTIVIRAL DE LA ACIIVIDAD INTERFB! P R E S m  1 
EN EL CEREBRO DEL Calomys musculinus 
VIRUS 
J 
I 
I JUNIN V W  
I No PLACAS % INHIBICION' No PLACAS .: 90 INHIBICION 
I 
CONTROL DE 1 
REFERENCIA 50* 33,5 0 
, i I 
concentrado 4 92 595 I 
CEREBRO DE 
s ' $ 1  
Calomys 1 : 10 15 70 .24,5 - -  27 
' o m m  
1 : 100 36 28 34 0 
I & ,  
*: el nCnnero de placas de cada ensayo es el.prmedio de dos mestras procesada 
I 
simultaneamente. 
I:  el prcentaje de inhibicbn esia referido a1 control de referencia, o sea la .- 
muestra con concentraci6n cero de homogeneizado. I 
I 
-1 1 
. - 
. .3 A;. -,: - 
_ - .  
I 
contrario siempre se colocaba elmaterial  a ensayar en contact0 con las  
cglulas y luego de descartarlo, se desafiaban 10s cultivos con virus 
k I es tSndar. 
- 
I l Los experimentos realizados demostraron que e l  factor interferen - I 
.- - 1 
t e  actuaba ef icazmente cuando se lo  adsorbIa previamente a l a  inf eccidn . - 
Con e l  objeto de comprobar s i  l a  actividad interferente tambi6n 7 
.I 
. - .'FLL 
se manifiesta por interaccidn directa con el virus in vitro,  se dise- '. 
fib e l  siguiente everimento. 
Se mezclaron volhenes iguales (0,3 ml)  de homogeneizado d 
bro normal con una suspensi6n de virus Junln contenieirdo 200 UFP. Ade- 
d s  se prepard una* mezcla control con virusiy.PBS. 
Todas estas preparaciones se realizaron por triplicado, y se  in- 
cubaron a 37O~. A distintos tianpos despu6s de l a  incubacidn, se t i tu-  ' a 
I:. 
laron 10s sobrenadantes, tal como si se t ra tara  de un ensayo de cin6ti - , $mi 
ca de neutralizaci6n. -. -4. 1 I .d 
' q  
Los datos obtenidos fueron graficados en l a  figura 16. ~ e '  obser- ' 
- .1 
va que existe inhibicidn in vitro y que se  establece en forma irnnedia - - 
- 6 
- 
ta. Sin embargo e l  esquema experimental no descarta que l a  accidn se 
ejerza en e l  momento de l a  adsorcih, como se demstrd en 10s experi~" :.P 
mentos anteriores. 
1 
Estos resultahos conjm&n&te con 10s de l a  tabla 14, donde se 
demostraba que l a  actividad interferente e s s  presente en homogeneiza-.. '& 
. -6% 
dos de cerebros diluidos a h  hasta 1:'100, indicarlan que posiblemente 
. ... p' 
se obtengan resultados falsos negativos cumdo se t i tulan homogenei- 
- 
VIDAD DEL VIRUS JUNIN EN FUNCION DEL TIaclPO 
0---+VIRUS JUNIN + BUFFER 
- VIRUS JUNIN + t-KMOGENEI7ADO DE CEREBRO 
Por otro .lado, comparando estos resultados con 10s obtenidos por .- 
. . 
Garay y Parodi, se pwde concluir que 10s factores interferentes no { i 
I 
son 10s mismos. dado aue tienen distintos mecanims de acci6n, ya que J 1 - - - - - - - -. - - - - I - -  . 
si bien ambos inhiben l a  infe 
ron actividad cuando realizaron el experiment0 pretratando 10s c u l t i  
. 
vnc de c6lulas Vero. ~ r e v i o  a la infecci6n con virus J u n k  & - -  3 'i"- w ;  .-- -- ------- - - -  - * r - -  - 
-23 I .  : - - * 
. . 
- ,  SENSIBILIW DE LA ACTIVIDAD A ENZIMAS PRO'I'EOLITICAS Y , 
p ! .  
7 . .  S0I;VENTES LIPIDICOS 
~a carac t e r i  zacidn f ~ s  icb-tquhica del factor in ter ferz  
l iz6 en forma p r e l i m d r  tratando distintas concentraciones c- un ' -;-.: #-, W. 
F: -, 
. L I I _  . 
mogeneizado de cerebro de Calanys normal con ma soluci6n de tripsina. ,I . . 
1 .-; 
Se intent6 tambi6n caracterizar l a  sensibilidad frente a l a  acci6n de 's. - I 
-'I * I= I 
4 -  soventes lipidicos , ineubando wp suspenci6n concentrada de c e r e b r a  .; ,,- - 'L ' _ :.I, I I  4.c. 1 -  , 7 - con clorofom, titulando luego l a  actividad interferente rananente.r,r A - -  . 
Los ensayos Be interferencia realizddos sobre las  mestras  trata- ,.L 
I 
das con l a  enzima, d k t r a r o h  W i b i l i d a d  de l a  actividad interfenat. -- - ~ .- . 
- '3  
te a dicho tratamiento, ya que l a  suspensi6n s in  d i lu i r  t ra tah 'pre-  ..'-: 
I I 
sent6 una actividad mcho menor que e l  control sin enzima, y l a  d i  
ci6n 1:10 -tratada no b s t r d  actividad. Tabla 18 
I I .  . 
. a ;  .:us resultados obtenidos - por e l  tratamiento con so 
' . 
I 
L 
- I I 
I 
A i L  i 
ENSAYADO 
Stock de virus Junln# (control) 
PBS + tripsina + 
stock de virus Junln (control) 
Suspensi6n de cerebro concentrada + 
stock de virus J u n k  
Suspensi6n de cerebro 1:10 + 
stock de virus Junln . I ,  
'.,. ' -.y 
!hsp.'cerebro conc. + tripsina + 
-. -<. . L..: yiTe 
stock de virus JunTn 2 0 60 . .. , if-,'? 
, : .  
..- . .::;a 
..- I I 
1 .  .- 
Susp. cerebro 1 : 10 + trips&a + 1 .  . : ,  : . .  9,. .-- 
- ' ?  
stock de virus Junln I 49 2 5 l - : - +  . ,,.-
T # :  E l  stock de virus Jun* fue obtenido en c6lulas Vero, con un t l tu lo  de 
6 3 x 10 UFPlml y se ut i l iz6 en diluci6n 1:10.000 
* : Cada resultado es e l  promedio de dos muestras procesadas simult'aneamente 
P 
! ' . I  * ,  
I 
SENSIBILIDAD AL CLOROFOR?IO 
MATERIAL ENSAYADO NO DE PLACAS* $ DE INHIBICION 
Stock de virus Junk  # 
I I I I Suspensidn de cerebro 1 : 10 + 
Stock de virus Junk  I '. 15 i s  I I 
Suspensidn de cerebro 1 : 100 + 
I 
Stock de virus JunZn 1 
I 
I Susp. cerebro conc. + CHCIS + 
Stock de virus Junk  I 
- ,  
Stock de v i d s  Junln m 
Stock de virus Junh 
se resumen en la taka 19. Si biea 19s datos de porcentajes de inhibi- 
ci6n son menores para las natestras tratadas con cloroformo que para 
las no tratadas, las diferencias alqnzadas no son significativas pa- 
J .  
- 7  3 
poder corcluir sobre la presencia b fio de llpidos en la actividad in- 
terferente. . , > 
Por el contrario, 10s resultadok presentados en! la tabakil8, per- 
miten asegurar la participacih & proteinas en dicha actividad. 
,d ,1 
, . 
~. 
8 :. 
1 c'. :. 4 . J  
I '  I 7: 3'. . 1 , .  I 
, . . - A  
. , - ' .  
- 4.4.3. CONCLUSIONES PARCIALES . ' 
, , I ,  I 
La presencia de un factar inhibitorio inespecifico en el cerebro . 1 
1:s J*-a 
_ _ .- ..*. 
:I .+re .,. 
. de C. musculinus dificulta la interpretaci6n de 10s aislamientos vi- 3'' % .  - ' . :, .- >+.+: -.., 
- .<: % J 
. . 
rales y la detecci6n y participaci6n de partlculas PI en la persisten- ':I . . 
cia viral. 
Los exper imentos des t inados a caracterizar la actividad in 
, ferente determinaion que;ia& .a nivel de la adsorci6n viral y m 
. ,. 
:.',. ' efecto puede ser revertido 
El factor que mdia dicha actividad, 
I 
DETECCION DE VARIAN'IES TERMOSENLAAES PlEENTES EN LAS POBLACIONES VI- 
, 
RALES AISLADAS DE CEREBROS DE Calomys muscu 
- + >,.. - ; 8 
FECTADOS CON VIRUS JUNIN 2 &..- , 
7 . 1  
.?". ' ' 
Los estudios relacionados con el papel de mtantes virales en 10s 
, , 
mecanismos patogenicos de las distwtas 
mostradr, que las mtantes de caracter termosensible ( 
- - 
- 
patogenicidad alterada para animales de experimentacibn. - --,, 7% 
Por ejanolo, distintas mtantes ts de VSV han 
.. ' %<'I 
dades neuroldgicas lentas en ratcmes y hamsters, en lugar de la *21'jica- - . 
enfermedad rgpida causada por las cepas salvajes . (69,70,80) 
Algunas mtantes ts de sarqi6n son capaces de producir hi 1 
1 
en lugar de la encefalitis inducida por la cepa salvaje. (20) 
tes ts de Fiebre Aftosa con virulen~ia reducida para el ratbn, I ! 
I 
mostrado manifestaciones leves de la enfermedad cuando son inodl 
en novillos . (72) 
Estos antecedentes, conjuntainente con las evidencias aportadas por -a ,i sn, A . 
Damonte y Coto (1 979) , demostrando que el virus liberado 
Vero persistentemente infectadas con virus Junh  es ts, hi 
rar la posible seleccidn de mutantes ts en la inf eccidn crdnica del - Ca- 
lomys msculinus , tal como o m e  in vitro. (1 3) 
En primer tennino se decidi6 determinar el tip0 de pblacidn viral 
nresente en 10s cric6tidos persistentemente infectados y para lo ma1 
se titularon por UFP en c6lulas Vem a 37OC y 40°C sirmltilneamente 
algunos de 10s homogeneizados de cerebro de Calanys con aislamiento po- -'Gy: , . 
sitivo en ratdn lactante. 
I h muchos de 10s casos la obtencidn & placas se vio canplicada 
, , !- 
por la existencia del factor inespecxfico presente en el cerebro de 10s : 
cricEtidos, que fuera descripto en la secci6n 4.4.2.. 
A pesar de ello, fue posible analizar 11 hmogeneizados de anima- +d 
&. les persistentemente infectados, sacrificados entre 10s dias 40 y 343 
A?: - pi., 10s que heron titulados a las temperaturas anteriormente seRa- y-: 
ladas. Con 10s datos obtenidos se calcularon las eficiencias de pla- 
queo (EDP) c m  la relacidn UFP 40°C / UFP 37OC, considerando varian- 
tes ts a aquellas mestras con EDP menor que 0,l. Los resultados se 
presentan en la tabla 20. 
Se detectaron 7 mestras con EDP entre 0,02 y 0,008, mientras que 
10s restantes materiales presentaron EDP inferiores a1 valor corres- 
, pondiente a la cepa parental. 
Estos resultados permiten concluir, que existe una marcada tenden -
cia de la poblacidn viral a ccmportarse con caracteristicas ts. 
Pero este estudio solamente analiz6 las poblaciones virales pre- 
,, . sentes cuando ya se habia establecido el estado de infeaidn persist= 
te, y*~e&ltaba interesante &terminar si la seleccidn de dichas nutan - 
tes se producia en forma inmediata o sufria un proceso lento de evolu. 
ci6n con una tendencia favorable a su seleccidn. 
Con este fin se realizd un estudio de 10s fenotipos de 10s stocks 
' de virus Junln. exis tentes en- el laboratorio (incluyendo 2 de 10s utili- 
zados para iniciar las infecciones en Calumys) y de las poblaciones vi- 
I . 8 ,  
TIBillP[) DE SACRIFICIO I TITUIX)# 
( d5as p . i . )  37OC * ' 40°C 
6,1 x 10 6 3,s x 10 5 40 
3 2 9 0 7,6 x 10 1,6  x 10 
2 1 94 8,9 x 10 8 ,9  x 10 - I . 
5 3 94 2,O x 10 1,6  x 10 
3 , s  x 10 6 3 , O  x 10 4 I 0.0085* 129 . . 
=: 
4 2 I .  - 130 1 , s  x 10 4,1 x 10 I 6,027 x 
I 
2,7 x 10 4 1 ,9  x 10 3 161 t ' 0,07 * I 
I _  
3 3 . r I 200 5,O x 10 2,8 x 10 - f ... -' 0,56 
4 3 {I.' 225 1,l x 10 2,4 x 10 I '- 0,z3 
3 I 
343 3 ,7  x 10 3,2 x 10 . 0,086 4 * 
5 2 , s  x 10 4 I 343 2,4 x 10 
I 
-- : .: j.':- 6: ELlP.del virus parenta l :  0,61 , ..: ) , ! ,  , ,  W":; . "  I . - 5  . I 
*: ~ b l a c i 6 n  v i r a l  enriquecida con va r i an t e s  ts. 
; . 8 8 ,  
. I ,_ 8 
. :  . .  .I 
. . 1 b ' . .  , , 
, . . I 
!, ,; ;;?I :<, .., 
- 
., I { 
. ( I  
rales aisladas de 10s cricQtidos 1 loculados y sacrificados a distintos 
En la figura 17 se h a .  graficado 10s logari-s de las EDP que 
presentaron las distintas muestras estudiadas. 
El an81 isis cparativo de 10s resultados muestra que la evolu- 
ci6n de la Frsistencia est5;scorrelacionada . .. . , - . con una disminuci6n en 10s , . . 
:if.. . 
,: * ' 
valores de EDP. J .  . ,  .-. . 
. . .: . 
.? ' . 
Como se pede observar en $4 , figura . 17A, 10s valores de log de EDP 
- i .,;' , 
L , -  
. . 
. . .  
obtenidos para 10s stocks de virus Junin no presentaron mucha di 
sidn y se distribuyeron en un estredm rango ( 0 a -0,45), demostran- 
do que dichas poblaciones tienen EDP m y  cercana a 1. :8-i.', .%-. -.+ . 
. .  . . . 
En carnbio, elperfil de las poblaciones virales obtenidas &ante 
de EDP menores (- 0,13 a -1 88) ; qbe se pone totahente de manifies-:? 
rx- 
. -. - 
cuando se analizan 10s resultados obtenidos para ,mimales 
.?. -,. 
i.%,?L qente infectados (f igura 1 7D) , donde la mayorf a de 10s 3 
, # ,  - &.:&. , .:. - p:..--.,!l - , 
, ..-== , ; .-j: . por debaj o de - 1 , llegando a valores tah ba j os como - 2.1 , demostrando ,;:J.- 11 - 
, . - . l .  - h. T - - -  -. :::'-,-. 8 m * . , .  ' 
. asl un enriqueciniento de las poblaciones . .  virales en variantes ts en 5- : -  
. 1 
funci6n del tianpo. ' - - ..(. . '  . .  , 
I 1 , .  ; .... - : 
Por otro lado, se @ria arpentar que las var 
originalmente presentes en el stock parental, dado 
I .,; . , - 
stocks no demostraron variaciones importantes entr 
EDP. no se mede descarta~ la yosibilidad que existieran variantes ts 

I 
de cultivo de te j idos son poblac les heterog6neas. 
'L" Con el objeto de poner de manifiesto dicha heterogeneidad y poder I 
-- 2 2 
establecer la existencia o no ,&*-:, . -2 varianFes 3 ts en 10s stocks de virus 
- . I qj 
- .-,) d 1 
con que se iniciaron las infecciones , se analizaron clones virales de- . -- - w 
A &  - - -  
rivados de dithos stocks, como se pede ver en la columna B de la fi- 
- c 
I 
gura 17. kt*.. , 
. El dlisisde 8 clones derivadosdel stockcuyaEDPhasidogra- .= 
h, :; ,. 
-- ficado corn una estrela (*) en la colunma A de la f igura 1 7, demes- 4: ' - : 
5 .  
tra que no hay ningfin clon ts y que a d d s  el rango de log de EDP OD- yL , - ,- IS 
- ._  
tenido (-0,16 a - 0,48) es similar a1 presentado por 10s stoc 
columna A. En consecuencia, si existen variantes ts en 10s st 
mrtida, las mismas estarian en tan baja proporci6n que el muestre a 
realizado no pudo deteetarlas . 7 
Por otro lado, el dlisis de las poblaciones virales aisladas du- 
' - ' -  rante las etapas aguda y crhica, muestra una marcada tendencia hacia 
I -b.:? la selecci6n de poblaciones virues ts  que persisten en 10s cerebros .,+ '. 'z: 13 - ,  . . , de 10s animales. A d d s  esta selecci6n oarre en casi todos 10s anhales.. b
estudiados y de e r a  bastante rtipida, lo cual no apoyaria la hip6tes 4 
- , de que estas variantes se han derivado de otras preexistente en 10s p&a ' 
- quefios in6culos con que se inician . las inf ecciones . 
; Las poblaciones virales obt&das de cerebros de C. msculinus, tam - ' - -d' 
bi6n son heteroggneas en su composici6n, y algunas esth nds enriqueci- 
I das que otras en variantes ts. i 
Con el objeto de confilnar este pmto y demostrar que el fenotipo 
I - 
' -.+. - ts es estable,al menos luego $e @s pasajes por un sustrato celular dife- 
- - I .  I T 1 .  
( )  en la s  misnas columnas de l a s  EDP de las mes t ra s  de qu 
I ', , 
I I- -. clonadas . . - 
Para una de' l a s  mestras  con ~ I P :  0,027 (log EDP: - 1,57) se obtu2 :,;. . . 
' 1 ,  
vieron dos clones, uno con EDP :Q, 25 (lod 
rcado fenotipo ts con EDP: 0,018 (log EDP: -1,75). 
Para l a  ot ra  muestra estudiada con EDP: 0,07 (log EDP: - 1 , 
o b w o  siilamente un clon que present6 una 
Por l o  tanto se ctrmprueba que l a s  poblaciones no s 
en;, *4 : 
Las alteraciones antigenicas a nivel de pr@einas de 1% superficiq , : 
gqf> : ,: i<J 
,lW EN LA INFECCION CRONICA DEL Calmys j.,. 
I 
8 .' 
han demostrado ser uno de 10s mecanismos ' ' 
- que permitiria a 10s virus escapar de la vigilantia inmunol6gica, evi- ' 
-:>- Li;r I. 
tando ser reconocido por 10s anticuerpos circulantes, estableciendo as$ 
- 
4- - 
3- 
-. - J! 
-'m r 
, - - . * , J  '.-. 
11 ,: 
- .gL.. . ' ' una inf eccidn persis tente . 
. , ..~:.  - , ..- ,u-, .. 
;kr r . -.. . . 
p'- . Este mecanismo ha sido descripto en caballos que sufren Anemia in- . - 1  
. :;a fecciosa equina (35) y en ovej as portadoras del virus Visna (52,53) . ' 
Correlacionando estos conocimientos con una de las mayores inc6g- . 
pitas planteadas por el presente modelo de infeccibn, como es la coe- 
xistencia de virus en distintos 6rganos y 3iremias fugaces, con altos 
titulos de anticuerpos neutraliq~n~tes, llev6 a plantear la pqsibili 
de la existencia de una desviacidn antiggnica para el presente ;mode 
viral. 
I ' 'A', 
Para comprobar esta hip6tesis, se cqararen muestras de virus ais 
Y .  
lado de Calomys persistentenente infectados con el virus parental ; n h -  
P diante t6cnicas seroldgicas, para . ,  c-wrobar posibles variaciones anti- 
- .  # 1 I 
Con este fin se realizaron ensayos de neutralizaci6n iri vitro, en- 
. I 
frentando diluciones de 10s sueros de cuatro animales cr6nicamente in- F. - / 
- 
fectados, con las poblaciones virales aisladas de 10s cerebros o glh- 
-;-!I / 
dulas salivales de dichos anhales. ~imultheamente 10s mismos sueros 
-.. I 
se enfrentaron con el virus parental con &e se inicid la infecci6n I I .  
- 
I 
(proveniente de un stock obtenido de cerebro de rat6n blanco) y a1 mis- 
A - 
mo virus parental 
musculinus neona 
ricdtidos neutralizan en alto titulo a la  cepa parental, obtenida en 
at6n blanco, mientras que la  cawidad de rieutralizar a SLI propio v i -  
cartar que e l  fenheno sea debido a una influencia d 
lar donde multiplies el virus. , . , .  : '. 
Ibro as5 corn en la de gl~dulas'isalivales.  
rol6gicas en las 
--- .% - 
c.: , I 
& TI?ULO DE ANTICUERKE NEllTRALIZAIfI'ES DE m S  DE C. msculims C R O N I m  INFEC -. e p  
. 5 ,  
'TADOS CON VIRUS JUNIN, FRENTE AL VIRUS P m A L  Y AL VIwS P E I S ~ .  
, I 
I - I +../& I , '  *- +sw - :r - . 
fi 
I 7- -3>, 
I SUER0 VIRUS 6 = - ' 53  = 
Calomys CEPA PARENI'AL (1) CEPA PARENTAL (2) PERSI- (3) P E R S I m  (4) 
NO (rat6n blanco) (Calamys heonato) (cerebro) (glW . salival) 
I 
I . I ,  
(a) 2560(~) 51 I 20 320 1 143 4 
. 
(a) 2560 2560 320 
_ 1 IS3 
:* .. 
nh 
I - 
- . .  (b) 11 g7 nh 640 ( '"7) nh 
1 245 (b) 1280 nh 160 (1245) 160 ( '245) 
w 
. . - " ,  
4 $$# 
h (1 ) : cepa parental proveniente & cerebm de ratiin blanco . 
(2) : ceDa qarental con un pasaje pr  cerebro de Calomys musculinus neonato. 
(3): virus persistente obtenido del cerebro del blcanys cuyo rhrero figura entrc 
parhtesis. 
(4): virus persistente obtenido de las glhdulas salivales del Calanys cuyo n* 
ro figura entre pargntesis. ! 
(a): animal inoculado por via i.n. y sacrificado a 10s 70 dias p.i. 
; (b) : animal inoculado @or vvia-.p. y sacrificado a 10s 80 dias p. i. I &  
(C): titulo de anticuerpos neutralizantes qresado como la mayor dilucitjn de suero 
que redujo el 80% de las placas virales, respecto de un control de virus tra- 
tado con suero de .C. musculinus normal. Para las distintas columnas, el control 
se realiz6 con el virus correspondiente. 
. . n n -  rb 
I 1 - ( -, -.;- 
1 - A i l  ,, $,,nn.;r,- I . - -  - -. +:,* 
-; ;lL&
I ; f . .  ' 
L Ti 
:I 9 ' I ' $q'V:' - d I *' 1 - I ,  . ,  - PI; y;-. I. + I I 
.,I 
. I . '-a;. 4.6. PARTICIPACION DEL INI'I~FERON P L INFECCION PERSISENI'E . 1' 
I 
I ~ W C U ~ ~ U S  CON VIRUS JUNIN. -1fiiiR.31 I . I ~$+!df,*>,l. . , I-- : La participaci6n del interferh (IFN) en la patogenia de dist tas enfermedades virales ha sido claramente establecida 
- I 
modelos de infecci6n a m  .ycrbnica. . p a  
8 . 1 .  
Los estudios sobre IFN relacioMdos con virus Jmh, in&& que 
k 3L-.s 
. el v i m  induce bajos niveles de latproteina antiviral, tanto in vitro .;!c:Y 
r !  _-E -,=& 
: J r  
.--<-2 
cau, in vivo, en 10s sistemas awyados (pollo y ratdn in vitro y rat& "-.I - -+;? - 
&..- 1 . _  . I ,  . _ _  y cobayo in viva). (27,83) mF7g-L7,'T , . 
4 *.h t. 
* r 
Un estudio realizado sobre la infecci6n persistente de c6lulas & , - , ,AC. -=. 
'. .-2F 
.> - : 
I 
rat6n con virus Junin, permiti6 postular que en ese sistema se 
ce IFN que actCla c m  factor regulador de la persistencia. (89) . . 
Considerando la inducci6n de bajos niveles de IFN por vi 
cam parte de la estrategia del agente para lograr su perpetuaci6n en 
la naturaleza, se planted el intemgante de la importancia de 
el establecimiento o mantenimiento de la persistencia en el - 
- ,- 
Con el fin de investigar esta cuestien, se desarroll6 un esquema , 5- 
-qerimental para ensayar actiWt:&id de IFN .en bazos de {Cslrys. persis- 
I 
- - 
tentemente infectados con virus Junin o sanos. 
7 - -  
En la tabla 2 
, - . r , .  . 
r . ' ,  7 
. A  -. . 
l a  multiplicaci6n del virus Vm significativamente, per0 10s porcen- 
tajes de inhibici6n obtenidos a par t i r  de muestras de bazo de a n h a -  
les  sin infectar (controles n o d e s ) ,  heron tan altos como 10s de 
iL2 
animales infectados. Solamente 1 control de 4 que se  estudiaron, pre- 
sent6 baj o porcentaj e de inhibicih.  
. r  l I Estos resultados no penniten sacar ninuguna conclusi6n en re lac ion^^, 
- 
r r ' '  - 
con e l  rol  del IFN en l a  infecci6n persistente, aunque demestran uwi 
producci6n basal de IFN en algunos & 10s anhales de nuestra colonia. * 
$.-- ,:;r 
Los estinulos que provocan esta produccibn de IFN no se conocen, 
' 
L 
mro podrlan deberse a cualquier infecci6n inaparente presente a&
1 t i -  
colonia de animales, dado que estos cricgtidos no es& libres de pat5 
genos y scilamente son testeados por l a  presencia de virus Junln o Lad. 
'. L 
1 ' :.--, 
, ,  'I" 
h I . <  ] . ._ 
FWSENCIA DE INTERFERON EN LOS BAZOG DBCalanys lmsculinus INFECTADOS 0 NO CON - 
VIRUS JUNIN. 
TITULO DE VIRUS % DE INHIBICION 
medio de .cultivo (control) . 
C.m. 305 * 1,15 x 10 6 99 5 
I - 
.. 
C.m. Z84 * I 5,20 x lo7 k@F7 , -,:  I- I 4 7 -  - 
.h C L ' j  k 
C.m. normal 1 
8 
. 6,83 x 10 1 ~ 5  
t 
8 .  
C.m. normal 2 , 5,03 x 10 
6 97 -9 
' I 
C.m. normal 3 ; 4,90 x 1.0 5 &i; 
, ! 
t . -  m 5 '.
@ - 1  
C,m. normal 4 9,60 lo7 - 95,9 
, . . ; W l  
# : expresado en UFP / ml . .I I 
*: Calanys msculinus persistentmete infectados, sacrificados a distintos tiempos 
? I i vb  1 , .  I !  1 
W m j -  r D  7 9 3 .  Dado que el Calomys musaJli s tiene $pel en el . ,, + . 
' ~ r  I .  
' 1 1  mantenimiento del virus Junln en la naturaleza, el presente trabajo . a 
I jo condiciones de laboratorio, que intentaron reflejar la infecci6n 
L .  
natural. , 
- - ,  ! q 
I I - - .  . 3-Y 
1 -1 Con este prop6sito. se considexkmn tres factores principales: 
. - 1 ; - - ,: . \ i+ el hugs@, la cepa de virus, y la vla de inoculacibn. -' .:& FL- - L 
El hu6sped: Se mantuvo una colonia de Calcnrys musculinus cerrada -, , 
- ji,):qJ 
pero no endocriada, con el objeto de no seleccionar ningGn caracter 'T 
- . - - a  
gengtico especial, que pdiera, fa~rver u p  deteminada respuesta a J 4 .I 
, .! . I 
1 .  la infecci6n. I 
. . .  
Todos 10s animales inoculados fueron sensibles a la infeccidn, 
demostrando que ellos no son resistentes wturalmente. AGn asi, 10s 
diferentes perfiles de infeccih en neonatos o adultos , podrian ser de d 
bidos a factores de heterogeneidad gengtica. Esta posibilidad-podr5 :p 
. , 
docriada . 
La morbimortalidad 
les fueron debidas a sew 
. , 
. t '- 
fue edad dependiente. La 
reras meningoencefalitis, 
cacidn viral. Los animales sobrevivimtes a la infecci6n, pueden estar 
- 
persistentemente infectados o haber clarificado el virus. h ambos c a d  
sos se detect6 la presencia de ant;%~rps neutralizantes, pero las le- 
I a- L 
. . - * .  I 
- - P  
siones en cerebro estuyieron soiamente asociadas ~on'~r~sencia de vi-. $4 
Aparentemente l a  innmidad h m r a l  no jugaria un papel fundamental en 
l a  eliminacibn del virus; n i  en l a  pro&lcci6n de lesiones. Atin a s l  l a  
presencia de a n t i c u e v s  pede  ser  responsable de l a  f a l t a  de virmias 
detectables luego de l a  etapa aguda de l a  infeccibn, aunque esta situa- 
cidn seria revertida con l a  apr ic i6n  de v iantes serol6gicas que es- ?= 
I caparian a l a  vigilancia innmoldgica h o r a l .  
I , Esta situacidn es similar a l a  presentada en l a  infeccidn c e c a  
i .  
I del rat6n con virus mi, en l a  cudl tambign aparecen anticuerpos que \ 
no son eficaces para l a  eliminaci6n viral ,  (19) 
Cena de virus : Por razoxp? q ~ - ,  seguridad se trabajd con l a  cepa 
X J  C13 de virus Junin, ate& e l  hombre. Esto podria sugerir que 
e l  uso de una cepa de laboratorio plede cambiar e l  patrdn de l a  infec- 
cidn, pues las cepas naturales son virulentas para e l  hombre. Esto pue - 
de ser verdad y ser5 discutido d s  tarde , p r o  alternativamente, no hay 
ninguna razdn Dara descartar l a  existencia de cepas avirulentas en l a  
naturaleza. Es sabido que e l  h e r o  de casos de Fiebre Hemorragica Ar- 
gentina ha dimintido driisticanente desde 1958. (1 7) A d d s ,  nn~~hos 
individuos en e l  iirea endhica han presentado anticuerpos especificos 
contra virus Junln sin enfermedad previa, indicando l a  existencia de. 
infecciones subclinicas o inaparentes, lo  v e  podria deberse a infeccis 
.*!. 
. . 
. , 
nes con cepas atenuadas. (17, 95, 96) , .!. , 
. - ,T 
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que en e l  binomia 
Calmys musculinus - XT C l j  l a  aparici6n de las  lesiones estii determina- 
da por l a  mi -.ancia de - virus, y que l a  re&mesta humoral no es suficien- 
k .  
c>  I I' 
Estas observaciones difieren de las halladas en Calamys musculinus 
infectados con cepas pat6genas de virus Junk. En esta situaci6n a pe- p: * ' t c ?  ; 
.A* is. 
sar de haberse encontrado por inmunofluore'iceficia Wgran era de 
neuronas con determinantes antigenicos virales, no fue posible a i s la r  
virus infecci~so , ni descubrir lesiones anatomopatol6gicas. 
Otra diferencia encontrada cuando se comparan 10s resultados obte- 
nidos con estas cepas es l a  elimimci6n de virus por orina y saliva. 
'i I 
Por otro lado, en e l  modelo con XJ C13 no se obtwieron distintas ' 
reswestas a1 variar l a  dgsis inoctilada, mientras que utilizando cepas . 
de camno l a  eliminacibn de virus fue dependiente de l a  dosis, cepa y 
edad de 10s a n k l e s  a1 momento de l a  infeccibn. (76) 
Las variaciones de 10s patrones de infeccibn dependiendo de l a  ce- 
pa de virus Junin utilizada, se conocen tambien en otros sistemas ani- 
males como rata (2) , cobayo (38) y marmoset (1 5). Es  interesante seiialar 
e l  marcado neurotropislno de l a  cepa XJ C13 en todos estos hu6spedes. 
Estos resultados sugieren una reflexibn sobre l a  difinicibn de 10s 
marcadores de virulencia o alte-tivamente de atenuacibn para una deter -
minada cma de virus. E s  conocido que de todas las  cepas de virus JunZn, 
l a  X J  C l j  es l a  m5s atenuada, s i ~  e r g o  . no se ccpnporta jccmo tal en - C .nus- 
culinus a diferencia de las  cepas salvajes que no causan enfermedad en 
esta especie, por lo  que seria ngr importante definir estos marcadores 
con orecisi6n para cada eqec ie  y condiciones, , . y ser  my precavido para 
' : #  . -' ; - , 
. . 
efectuar extrawlaciones. . I.: . 
..!I. .i'. ;I 
I 
Vfas de inoculacidn: La 
I utilizadas, fue que 10s C.ms 
I .  
. ceptibles a la Mece6n ,por via i .p. . 
I 
I 
Los resultados obtenidos a1 infectar adultos por vfa i.n. y con hem - 
, bras infectadas naturalmente' wando armmantaban crias inoculadas, confir 
+ 
' w o n  que en la naturaleza pude. existir trmsmisidn horizontal. $: --* 
ill : - I -. 
I ,  " 
f Los estudios realizados sobre transmisibn vertical, darmestran que . - @:- m e w  [? la mima no ocurre. Si estos resultados se correlacionan con 10s obteni- 
-? 
dos por Sabattini y col (763, se puede concluir que la transmisi6n de I, 2 
padres a hijos sblamente se consigue por contact0 con secreci 
padres contaminadas con virus, c u d 9  ha terminado la etapa de lac 
dado que hasta entonces existiria u s  protecci6n pasiva por anti 1 
maternos , aunque esta posibilidad aiin no ha. sido dmostrada. 
Un anglisis canparativo de las vXas i .p . e i .n. , dmestra "&a 
bimortalidad sigiiificativamente menor para la Gltima. 
Ambas v5as de inmlacidn tuvieron camo drgano blanco 
cidn a1 cerebro, y ocasionalmmte las gl5ndulas salivales. 
que an la infeccidn natural de 1as hembras nodrizas, se encontrd tan 
involucrado el bazo durante la persistencia viral, aunque en ningtin caso 
r l  ' pudo aislarse virus infeccioso de este drgano. 
I 
- Resumiendo las caracteristicas de este modelo experimental de infe 
cidn persistente se presentan las figuras 18 y 19. 
El esquema de la figura 18, nuestra el curso de la infecci6n expe- 
rhental del Calanys wculinus con virus $unln, cuando se inoculan ani - 
I 
I ,-.,,, ,i I 

males adultos o neonatps por ~ 3 %  
1 1. - A  Se pled? distinguir u~ aguda, durante la cual 4-' .d 
10s animales poleden enfermar o no, en porcentajes variables se@ la 
I . 
vfa de inoculaci6n. Una proporci6n de 10s cricgtidos enfermos, mere, 
I 
y 10s sobrevivientes presentan un estado de Mecci6n persistente con 
, - I. 
nresencia de altos titulos de virus y & anticuerpos neutralizantes. I 
Algunos de 10s animales crhicamente infectados quedan disminuidos 
en tamafio, como sentela de la infecci6n aguda. 
Los animales que no presentaron sintomas,pueden a su vez comrertir -
se en portadores del virus a~arentemente sanos o haberlo elinlinado defi- . 
nitivamente, per0 en ambos ca~os se detectan altos titulos de anticuer- 
I 
pos neutralizantes. 
La figura 19 resume las caracterfsticas de la infeccih experk- 
tal del C. musculinus neonato, de 1 a 2 dfas de edad, que con algunas 
pequeMs difereneias son similares a l&snpresentadas..por 10s animales- 
. . 
& hasta 3 1 dFas .de &id. .. .. , ' r- &+; +-- 
*-a Los resultados mostraron un '90 % de mrbilidad con dos dT& de m- 
cidencia predominante, 7 y 15 p.i.; 70 S de mortali 
'lencia entre 10s dias 16 y 20 p.i.. 
Los aislamientos virol6gicos a pantir de sangre, 
mia desde el dXas 4to p.i. haciQldose d s  marcab I alrededor del dia 
. , !  1 
I . I '  , 
$ 8  1 ,  I I 13 p . i .  2 .  1. 
. j: 
Se aisle virus de cerebro a partir %l dia 6 p.i., alc 
? .li, I -  - . I 

I \ -  w"F:-;q . . 
I r \ ' 
I Por otro lado, estudios zados en este laborato- .-: 
: rio por Steyerthal y col., mostraron una importante neutrofilia, asf 
I como un aumento en el hero de mo~ocitos, entre 10s dlas 13 y 18 p.i., I . 
,%.; encontrando en algunos casos predominio de neutrdfilos respecto de la 
I cantidad de linfocitos totales. (cawrmicaci6n personal) -I . 
i Se puede observar que alrededor de la segunda semana de infeccidn " - .  a 
se encuentran 10s m5ximos tftulos virales, conjuntamente con un-marcado I - - w  1 
I aumento en el mihero de neutrdfilos y monocitos, hechos que son conco- I 
- 
mitantes con 10s mayores porcentajes de morbimortalidad. Estos resulta- 
el desarrollo de meningoencefalitis ,ds o menos severas segiin 10s casos, 
.I r 4 
conjuntamente con la deteccibn de anticuerpos neutralizantes a parti 
del dfa 11 p.i., hacen presumir que las alternativas entre el estableci- 
; niiento.de una infeccidn persistente, la eliminacidn viral o lamuerte 
se establecen durante este perfodo, s e m  sea el equilibrio estableci- 
1 r 7 l r . ' .  do entre 10s factores mencionados., Adds- a partir de este momento -< !, se $1 . - .  
a \.. - I --I 1 
b -_ I , wienzan a seleccionar variantes virales que pueden favorecer lapeksis - 
. . ' I  
, , . tencia viral. 
. - 
.. . *&",I. 2 
Los animales que iuperan la etapa crftica, tienden a 
hemtologla, presentan en todos 10s casos anticuerpos neutralizantes ,?, 
-, 
con presencia o no de virus en cerebro, hecho que tiene aparejado la 
xistencia o no de lesiones encefslicas. 
- 
1 ,  
La virmia se negativiza con la aparicibn de 10s .mticuerpos, 
. . . -  . - I -- 
.1 
la vigilancia humoral. 
partir del dla 2 
menor inc idenc ia 
Los resultados presentados en este trabajo, indican que .la infec- . 
. -. I-: _ ci6n del Calomys nusculinus con la cepa X J  C13 de virus Junln conduce a una situaci6n iinica, diferente de las presentadas en otras infeccio- 
nes de huespecies naturales (Calomys callosus con virus Machupo (94), 
Mastomys natalensis con virus Lassa (91), Sipdon hyspidus con virus 
I Tamiami (97) y kbs musculus con virus LOl (148)), en las que la infec- 
ci6n perinatal lleva a infecciones persistentes con alta .pmducci6n de 
I, --* 
- a .  
virus, perc con ausencia dc lesiones o sintomas cl5nicos. 
-4 , -  .: 
En algunos aspectos, 10s resultados obtenidos en este trabajo, s 
I 1  
similares a 10s infomados para otras infecciones cr6nicas de arenavirus 
en roedores de laboratorio, diferentes de 10s reservorios naturales . 
Por ejemplo se puede citar la infecci6n de la rata con 10s virus I .. 'kl.  I .  Junin o LO4 (2 ,SO), y del rat6n y rata con virus Tamiami (97) . A h  as%, 
-. i 
4 I aumque en estas situaciones mrre dafio encefglico, la aparici6n de 
izantes determina la desaparici6n de virus infeccioso 
L T 
de cerebra I v r 
?- 
El hecho de que en todos 10s Calmys que mostraron slntomas clini- --. . 
. " 
cos o lesiones en cerebro, se isisla# v i m  Junfn de cerebro, Wica 
que es necesaria una infeccidn pmductiva para la aparicidn de dairo 
Mstico. 
'~-:>.i,Ji*;: I , . 
Con las evidencias pres&te;' no es posible establecer si las 
alteraciones observadas, son debidas a efecto citopBtico direct0 del >. 
virus,o si esth operando alternadao simultheamente mecanisnos in- '' ;c 
nmopatolbgicos, caw ocurre kn la 113ayorCa de las infecciones con are- 
navirus. (40,41) 
Sin embargo, diversos experimentos realizados en este laboratorio 
por CcPilanbie, con C. msculirrus infectados con virus Junin y tratados 
con ciclofosfamida o suero antitimocito, permiten alentar la posibili- 
dad de que las lesiones Sean producto de una inmunopatologia de origen 
escenciahente celular . (1 0) 
Por otro lado, es importante recordar que la infeccidn cr6nica no 
mata a1 animal, ni afm en foxma tardia, dado que se han estudiado anha -
les de hasta 500 dias p.i. A d d  la esperanza de vida del Calomys mcu- 
linus silvestre no supera 10s 90 dias de edad, por cuanto aunque la in- 
-
feccibn crbnica twiera algiin efecto letal a largo plazo (no detectado 
kh es te traba j o) , no tendria n i n m  signif icacidn sobre la cadena eco- 
ldgica del virus en la naturaleza, dado que el contagio entre animales 
ocurrirFa mchos antes de que 10s efectos tardios pudieran manifestarse. 
E!TIRXTEGIA VIRAL PARA EL ESTABLECIMIENTO Y MANTENIMIEN'lV DE INFECCIONE~ 
* f t  PERSISIENI'ES EN Calomys musCulirrus 
.F 
& 11 . 
I ' 
Los antecedentes sobre factores irnrolucrados en la regulacih de I *,. 
las infecciones persistentes para, argnavirrus , asignaban m rol preponde- - -  
I 
rante a la shtesis de partlculas defecthas interferentes (PI) . Estas 
observaciones fueron hechas hmdamentalmente con el modelo de LCM y al- I . 
- 
gunos trabajos realizados con virus Pard. 
El virus Jmh parece apartarse en parte de estos mecanismos de per- -
sistencia viral, ya que Damonte y Coto han demostrado en cdlulas Vero 
b T l i b -  infectadas persistentemente con este .virus, que la progenie vira 
rada es termosensible y no interfiere con la replicaci6n del virus sal- 
vaje. (13) 
Los resultados obtenidos en este trabajo, refuerzan 10s datos lo- 
grados in vitro, confirmando la participacidn de mutantes ts. As5 mis- 
mo se demostr6 la aparici6n de variantes serolbgicas . Este resultado 
es de significativa importancia, dado que es la primera'vez que se in- 
forma la existencia de estas variantes para algGn arenavirus. 
La inportancia y posibles roles que puedan tener estas variantes 
serh discutidas a Continuacibn. ' I!; 
Por otro lado, como ya sk! h&cicmkra., se teniarf evidencd de .la 
participacibn de partzculas PI en el mantenhitinto de infecciones.per: - 
I _ '  
sistentes en celulas Vero .121,22) , ' I I - - 
;-& Los intentos por demostrar su participacidn en el presente modelo ;- - p~ - 
1 %  
de infeccidn cr6nica, fueron infructuosos por la existencia de una ac- , - I 
tividad antiviral inespeclf ica en e l  -cerebq, dql Calomys musculinus . 
2' , 
Si bien l a  metodologla disponible no pepnitid diferenciar l a  acti-  
vidad interferente inespeclf ica, de l a  que ' psiblemente e j  ercieran l a s  
particulas PI, e l  autor es td comrencido de l a  exis tencia de dichas 
particulas, fundamentando su niMtesis en 10s siguientes hechos: 
- Las preparaciones virales con que se inocularon 10s animales 
no estaban libres de nartlculas PI. 
- Help y col han demostrado que aGn partiendo de preparaciones vi-  
rales libres o con nary bajo,'-tTtulo & partlculas'P1, luego de algunos 
ciclos de mltiplicaci6n viral  se &den detectar -&chis par t fmlas  . (21 ) , 
L i;Q 
- Estlldios . . realizados sobre persistencia de virus Junln en cult i-  
vos en estado estacionario, han h o s t r a d o  l a  participacidn de l a s  par- 
ticulas PI en e l  mantenhitiinto de l a  persistencia. 
. Dado que l a  infeccidn cr6nica del Calamys musculinus se establece 
fundamentalmente por l a  persistencia del virus en e l  cerebro, y conside- - 
I ,  I 
rando que ciertos aspectos fisiol6gicos del cerebro se pueden homolo- ! 
. . 
. I  
gar a 10s de un cultivo kn estado e s t a c i o ~ r i o ,  t a l  vez algunos de 10s 
conocimientos de 10s estudios i n  vi t ro,  puech ser.extrapolados a l - .  
presente modelo. - I :. 
Por otro lado, 10s intentos preliminares por caracterizar l a  acti-  
vidad interferente del cerebro, demostraron que l a  misma estd presente 
en las  f racciones subcelulares mi-rial' y microsomal . A d d  
t ,.: t ,  I 8 - "9 se-- determind su sensibilidad a1 tratamiento con tripsina, 10 que . - 
. ; 
.s 
I 
C .-- 
=-, , A  
,- I { I  I 
' 1  I 
L r " L a f J m - 1  L w , n j  - .ulr 
permitid inferir  qu6 en su ccmposici6n intervienen proteinas. bi ex- - 
I I 
" 
perimentos para establecer l a  susceptibilidad de l a  actividad interfe- ; ! 
4P rente a1 tratamiento con solventes 1ipSdicos no arrojaron datos conclu-, - ,  
T r !  . I 
yentes . 
Los estudios sobre 10s posibles mecanisnos de accidn, danostraron I :: 7 1 
que l a  inhibici6n de l a  infectividad v i ra l  se producirla a nivel de l a  - ,  
.a I m' 
adsortidn o penetraci6n del virus a l a  cblula, dado que es tan efecti- jl zm 
#as-. 
va su acci6n, ?reincubando e l  inhibidor con las celulas a infectar o 
mezclando previamente a l a  infeccibn,el virus con e l  inhibidor. 
- , 
, .  .. 
. . f .  . 
,. . 2 I 
. . .. - 
2 ' 
- f .  
E l  rol  del interferdn en e l  presente modelo no pudo ser  estableci- 
do, dado que existe aiin en 10s anhales  normales una szntesis. basal & 
interfer6n que imposibilitb llegar a conclusiones ciertas a1 respecto. 
,p: Esta slntesis inespeclfica -la deberse a algfin patdgeno presente en nuestra colonia. , ,  
1 , -  . . 
n I _  . 1 ; i d  _ 1 , "  I ,  
- ,  
." - PARTICIPACION DE MUTA?fI'ES TE-SIBLES EN LA INFECCION CRONICA DEL Ca- 
lcsnys msculinus CON VIRUS JUNIN 
, 
. - 
a Los experimentos realizados para caracterizar las  poblaciones VL- 
rales presentes en e l  cerebro &,Ips Calomys cr6nicamente infeCtados 
. I "  
danostraron un enriquecimiheo de ' ias mismas en variantes ts. 
Esta seleccidn se produce desde tiempos nary tempranos & infeccibn. 
Las diferencias de EDP entre l a  cepa parental y las poblaciones v i  
. - 
- 3 
rales persistentes , dmes t ran  que las  nutantes ts replican I& r5pida~ \ 
mente o interf 
to en funcidn del tiemp es mry marcado. 
Los estudios realizados a part i r  de clones obtenidos de l a s  pobla- 
D b; ,. ciones virales no se revierte por e l  creciPriento.de las miantes ,en  cultivos celula- I 
res, l o  que de 
consti-tucidn de las membranas de 10s distintos sustratos celulares. 
- Se sabe que algunas de las  ventajas selectivas de las mtantes ts 
sobre 1a;cepa salvaje, es una menor patogenicidad sobre e l  hu6@.(20, 
I - I  
70,72) 1 t . C 
' I .  
En este trabajo no se pudo correlacionar e l  caracter ts CQI w 
menor virulencia, dado que las muestras ts obtenidas se almacezban 
en un e q u i p  refrigerador de - 70°C, que se  'descompuso y estuvo durante 
I un tiempo prolongado a temperatura - ambiente, - .  con l a  consiguiente per- dida de 10s materiales, Por l a  mi- causa no se  pudo establecer 12 
relaci6n biunlvoca entre las variantes semldgicas y las ts . .I -. : 
E l  bajo grado de neutralizacih del virus aislado de C.muscu1i.n~~ 
~ersistentanente infectados, por ! f i  . : e4,suerodel . I  mismo animal, comparando 
, 
" I  I 
e l  t l tulo de este suero frente a l a  cepa parental, indica l a  aparicidn 
de mutantes seroldgicas dentro de l a  poblacidn v i ra l  persistente. . - - 
La variaci& antiggnica, probablemmte involucre a las  glicopro- !., . - .  

I 
I 
I - , -  
gresiva, el mantenimiento de. 
nes encefglicas seria debido a-la liberaci6n.intermitente de virus alte- 
rado antig6nicamente. Esta liberacih intedtente se correlacionaria 
con la aparici6n de viremias fbgaces, cpe posteriormente por una reae- 
ci6n del sistema humoral seria clarificada: 1 
La selecci6n de variantes seroldgicas serla m a  respuesta viral 
a la gran presi6n innmol6gica ejercida p r  medio de 10s anticuerpos neu -
tralizantes; esta alternativa no ~ g ~ i a  limitada a la poblaci6n viral del 
cerebro, sino que tambi6n se han encontrado variantes antig6nicicas en una 
poblaci6n viral aislada de las gl5ndulas salivales de un cricgtido cr6- 
,&.-: .> a 
nicamente infectado. Este hallazo juntamente con las diferencias deb+ - .  
. I - 1 
' r  10s titulos de anticuerpos de 10s sueros de 10s Calonys crenicos, Lyi . , ,, , . 
do se 10s enfrent6 a su nronio virus o a la cena parental con un pasa 
je ?or cerebro de Calomys neonato, permite confirmar que la 
de variantes seroldgicas es un fenheno que no depende del tipo de c6- 
lula- que el virus infecta, y que 10s resultados observados 
ducen nor m artefact0 causado m r  arrastre de algCm determinado mate- 
rial presente en las manbranas celufares a trav6s de las que el virus 
brota. 
En consecuencia,'la variacidn antigenica estarla regulada por la 
- I .  i 
emresibn gen6tica viral, frente a m esthlo de selecci6n natural. - , -?, 
Podmos concluir que la infecci6n persistente se podrza mantener 
. -+rb 
mr aparici6n dentro de la poblacibn viral de variantes serol6gica5, . - 
las que ?roqresivamente reenplazarlan a la poblacibn original, favoreci -
Junln serla una ven I : - 
iendo el ~istema in - 
m e ,  - y adem%s a1 contaminar las excreciones de 10s animales portadores , 
le permitiria infectar a algh cricgtido :que habiendo tamado contact0 
anterionnente con el virus, hubiera desarrollado una respuesta ixnnune 
contra el virus ~arental. Pero esta dltima posibilidad,requerirla una 
variaci6n antiqgnica de la mayor parte de 10s determinantes antlgenicos 
Como-colorario de esta secci6n, se puede plantear un-interrogate 
, 
acerca del uso 
previamente* si 
6. CONCLUSIONES 
vacunas atenuadas para virus Junb, sin establecer f. 
virus ~roduce persistencia 
1.1, 1.. . 
hombre. it.:. 1; 8- 8 % ~ :  -- - A ,  
d:- - - 
;"$.!'.' , 
<T >-:.: 4 ;' '- . . 
- 
- - 
. - 
- .  
Resulta evidente de la discusiBn precedente que el modelo evri- 
mental C.msculinus-cea atenuada XJ C13 de virus Junln, puede proveer 
hY" . un modelo pranisorio 9ara el estudio de distintos asnectos de la pato- 
genia viral e infecciones persistentes. A d d s  el esclarecimiento de 
estos asnectos pede redundar en el establecimiento de formas de lucha 
efectivas contra el reservorio natural deE. virus JunZn. 
Algunas de las conclusiones d s  interesantes son las siguientes: 
1 ) Todos 10s animales inoculados heron sensibles a la infecci6n 
demostrando que ellos no son resistentes naturalmente. 
,## I .  y$ 
2) Los C. msculinus neonatos inoculados por vla i.p. yresentaron - -  I IY , 
morbimortalidad variable en funci6n de la edad del animal a1 momento de 
la inoculaciBn, encontrando que 10s cricgtidos may;pr_w _I. -. de 21 qias son 
* *, 
. .
. - I 
totalmente resistentes a' la I I -  
. L  
nifestarla 24 hs des~6s de la inoculacibn, y wya actividad cesarla 
. & I ' ,  . o no estarla presmte in vitro. 
3) Esta resistencia a la infeccidn estarla asociada con la madu- 
- 7 :  I 
rez i~munoldgica a traves de una, accidn virucida efectiva por medio de 
' I  . - = 
macrdf agos peri toneales . . -4 
Esta barrera iranunoldgica serla activada por un.factor que se ma- 
4) Los animales adultos que son resistentes a la infeccidn por vla 
i.~., son susceptibles por vla i.n.. 4 inoculacidn por esta vla produ- 
jo tambi6n una infeccidn aguda, aunque con menores porcentajes de mor- ; I 
bimor t alidad . 
Los animales inoculados por cualquiera de las dos vlas, pleden 
enfermar o no. Los cric6tidos que enfennan, yesentan sintooatolog5a 
neuroldgica y pueden morir a causa de meningoencefalitis severs. Los 
que se secuperan de la eta~a a- o 10s que la cursan sin presentar 
slntomas, pueden eliminar el virus del organisno, o estar persistente- 
mente infectados. En ambos casos se detectan altos tItulos de antimer- 1-4 
pos neutralizantes. 
6) Los anhales cr6nicarnemte infectados spbreviven por d s  de 500 .. 
dLs (superando la esperanza de vida en la naturaleza, que es de 90 f i k  
dlas) , ~resentando altos tltulos de virus en cerebro.. Adem& en un ba- 
jo porcentaje de animales se detecta virus en glhdulas salivales. 
7) A diferencia de 10s preceptos clhicos que indicaban que 10s I ,  
arenavirus estableclan infecciones de tip persistenteg. en sus hu6sp- - '::' 
des naturales sin producir lesion&, en Bste traba jo se ha demostrado 
' - 9  que 10s animales enferman y nueren, y aquellos que sobreviven persis- , 
tF-M, 8: 
I.*-( $ ' _  1 -  
tentenente infectados, presenrarr en todos 10s casos encefalitis levei , #-* 
d -  * 
aiin cuando no presentan sIntcxnas cllnicos. 
8) Los estudios sobre 10s mecanisnos de transmisibn viral entre 
cric&idos, corroboraron la existencia de transmisibn horizontal. Los 
I 3 
' - -@ 
intentos por demdstrar-transmisi6n vertical heron negativos. 
zantes . 
Los estudios sobre 105 £ac.tpreq que intervienen en el establecii 
- $ . -_. 
miento o mantenimiento de la hfeccibn persistente demostraron que: 
9) Las poblaciones virales obtenidas de 10s cerebros de C. nus- ' '- 
culinus cr6nicamente infectados presentan un enriquecimiento en va- 
riantes ts en funci6n del tiennp. Por otro lado, se establecib queilf:,-, - .  
dichas variantes son estables, dado .que no revierten a1 ser crecidas -$  - 
dos veces en cultivos de cQlulas Vero. 
10) Por primera vez se ha informado de la existencia de variantes 3 
serolbgicas para el virus Junh. Se demostr6 que en las poblaciones 
virales persistentes en. cerebro o glWlas salivales, se ~ueden de- m 
. , ,  8 
tectar variantes serol6gicas que son pobremente 
- 
anticuerps presentes en el suero de 10s mismos animales en que se - . 
- I  1 1 -  
practicaron 10s aislamientos virales. Estas variantes serian uno de k $3 
10s factores que intervendrfan en elmantenimiento de la persisten- 
cia, escapando de la vigilancia i~nnunol6gica. AdemGs la existencia de 
, -11 dichas variantes explicaria la qparicibn de viremias fugaces en 10s 
mismos anhales que presentan altos tftulos de anticueqs neutrali- 
- 
I 
1 "  
7 - particulas PI en e l  estado de Mecci6n pe~s is ten te ,  heron errmascara -
dos por l a  existencia de una actividad interferente antiviral  inespe- 
cifica en e l  cerebro del C. msculinus. 
Result6 inposible separar ?or m6todos convencionales dicha acti-  
vidad interferente de las  gosibled partlculas PI. Este factor r>odrfa 
, 
tener ale& rol  en l a  patogenia viral ,  aunque no h e  establecido. 
Se determin6 Gnicamente, que act& a nivel de l a  adsorcidn vi-  
ra l  y que su efecto puede ser revertido p r  diluci6n de 10s materia- 
les  a ensayar. 
12) Los intentos por demostrar l a  participaci6n de i n t  
en l a  mtogenia viral  o defensa de l a  infecci6n, no pdieron ser . 
llevados a cabo, ya que 10s animales normales presentan a1 igual;-''- 
que 10s cricetidos kfectados una ~roducci6n basal de inter 
La ~roducc26n de interfer6n nodria ser debida a al@ pat6geno 
nresente en l a  colonia de C. nusculims. 
Drcl. C U I A  E. COfO 
Prof. Titular Virologfa 
me. Ciatrirrs ex~~~ios 
J NaL U* 8. A. 
caracterizb la y persistente del 
inoculado experimentalmente por distintas vias con la cepa atenuada 
-4 XJ C1, de virus Junin. La morbimortalidad fue dependiente de la edad 1i I. .I 2 - 
J 
de 10s aimales y de las dosis inoculadas. La sintomatologla clinica 
fue neurolbgica y las muertes debidas a severas meningoencefalitis. I 
s animales que no enfermaban, o se re-raban de la etapa agvda lin_ '1 k5 
yiaban el virus del organism o se yesentaban persistentenente infecta -
dos. En ambos casos se detectaron altos titulos de anticuerpos neutra- 
lizantes . I -- 
L I 
El reservorio de virus en el organisno de 10s animales 
te infectados fue exclusivamente el cerebro, y en un bajo porcentaje 
las glhdulas salivales. I 
Los estudios sobre transmisi6n del vim's entre cricetidos demos 
ron que la misma ocurre en forma horizontal, no pudiendo es 
exis tencia de transmisi6n vertical. 
Con el objeto de esclarecer el mecanismo de persistencia se estudia 
ron las alteraciones que sufre el virus durante la infeccibn p 
La caracterizaci6n de las ~blaciones virales presentes en el cerebro ' 
de 10s C. musculinus cr6nicamente infectados demostraron: 1) Las po- ' 
'I 
blaciones virales se enriquecen en funci6n del tiemm, en variantes ts. 
2) Se detectaron en las mismas poblaciones la,.aparici6n dd mutantes se- 
rol6gicas, que son pobremente neutralizadas por 10s anticuerpos n&tra-' 
r 
I 
lizantes presentes en 10s sueros de 10s mismos animales. 
A d d s  se detect6 la presmcia de un factor interferente antiviral 
, .  - . . < .  - 
inespeclfico que podrla tener a m  papel en la patogenia viral. , , I 
I 
A- 
, - , I _ .  - .  {;: ;,- i - 
7 * I  a 
I 
I 
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